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Spektrochemische 
Untersuchungen an Porphyrinen und Hamatinen. 


| (Fortsetzung.)}) 
I. Uber den Nachweis von Koproporphyrin und die Bedeutung 


spektrochemischer Methoden fir die Porphyrin- und Porphyratin- 
forschung. 


Il. ther das im Blutserum Kranker auftretende Hamatin. 


Von 


0. Schumm. 





(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitit, 
Allgemeines Krankenhauses Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. November 1925.) 


Kleine, nur zur Anstellung spektroskopisch-chemischer 
Reaktionen ausreichende Mengen eines Porphyrins, in dem man 
Koproporphyrin glaubte vermuten zu diirfen, haben sich in 
vielen Fallen nicht mit Sicherheit identifizieren lassen, weil 
die bislang angewandten Reaktionen in sehr ahnlicher Weise 
auch von einigen anderen Porphyrinen erhalten werden kénnen. 
Zahlreiche Beispiele finden sich in den Abhandlungen von 
H. Fischer und auch vom Verfasser. Schwierigkeiten ent- 
standen namentlich, wenn die Méglichkeit einer Verwechslung 
mit Haimatoporphyrin-Nencki, Mesoporphyrin, Hamoporphyrin 
oder Kopratoporphyrin in Betracht kam. Auf die oft dringend 
erwiinschte Entscheidung, ob ein gefundenes Porphyrin als 
Koproporphyrin oder Hamatoporphyrin-Nencki an- 
zusehen sei, hat man bislang namentlich dann verzichten miissen, 
wenn das Praparat nicht ganz einheitlich war. 


eS 





eA) Vergleiche die fritheren Abhandlungen in dieser Zs. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLII. 1 





2 O. Schumm, 


Ich habe nun gefunden, daB die beiden Porphyrine sich 
durch ibr Verhalten gegen konzentrierte Schwefelsiure auf- 
fallend unterscheiden. Eine Lésung von reinem Himato- 
porphyrin-Nencki in konzentrierter Schwefelsiure gibt im Gegen- 
satz zu Koproporhyrin ein (etwas weniger scharfes) Spektrum, 
dessen Streifengruppe, gemessen am Hauptstreifen ,I, schon 
gleich nach Herstellung der Lésung um rund 5 pu’) weiter 
rotwirts liegt als beim Koproporphyrin. Bei Lésungen in 
Salzséure (25°/,) betragt der Unterschied nur ungefahr 2,5 wu. 
Dabei zeigt die Lésung des Koproporphyrins in Schwefelsiure 
die Hauptstreifen etwa in derselben Schiarfe wie die Lisung 
in 25°/,iger Salzs&ure. 

Die eigentiimliche Lage der Absorptionsstreifen einer 
solchen Liésung von Nenckis Hamatoporphyrin in konzentrierter 
Schwefelséiure darf wohl im wesentlichen durch die beim Auf- 
lésen sogleich eintretende chemische Umwandlung erklirt werden, 
auf die an dieser Stelle nicht naher eingegangen werden soll. 

Durch die angegebene Probe lassen sich auch Zaleskis 
Mesoporphyrin, Willstaitters Himoporphyrin und Verfassers 
Kopratoporphyrin leicht von Nenckis Hamatoporphyrin unter- 
scheiden, nicht jedoch Verfassers e-Porphyroidin (bzw. «-Himato- 
porphyrin) und Fischers Uroporphyrin. 

Wenn man einerseits die Zusammensetzung von Nenckis 
Hamatoporphyrin?), andererseits die Higenschaften*) und Zu- 
sammensetzung*) des w-Porphyroidins (bzw. ¢-Himatoporphyrins) 
betrachtet, erscheint es ohne weiteres verstaindlich, da8 das 
Spektrum des unter der Einwirkung von konzentrierter Schwefel- 
siure aus Nenckis Hamatoporphyrin entstehenden Porphyrins 
oder Porphyringemisches dem des@-Porphyroidins sehrahnlichist. 

Die in der folgenden Tabelle angefiihrten Werte sind von 
mir mit dem Gitterspektrometer an Lésungen der trockenen 





) Nach einiger Zeit noch weiter rotwirts! | 

*) Vgl. die bekannten Abhandlungen von Nencki, Kiister und 
Willstatter, sowie die Zusammenstellung von W. Kiister in Abder- 
haldens Handbuch der Biolog. Arbeitsmethoden. 

5) 0. Schumm, Diese Zs. Bd. 189, S. 219 (1924). 

4) A. Papendieck, Uber Porphyrine aus Blutfarbstoff, Diese Zs. 
Bd. 144, S. 60 (1925) und Bd. 150, S. 261 (1925), 
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Farbstoffe in reiner etwa 98°/,iger Schwefelsiure bestimmt 
worden. Die Untersuchung geschah gleich nach Her- 
stellung der Lisungen. 


























Hauptstreifen 
aad hye 
Kopratoporphyrin’). . . . 591,6 548,0 
Hamoporphyrin) ... . 598,7 548,9 
Mesoporphyrin?). . . . . 593,8 549,1 
Koproporphyrin‘) ... . 594,0 550,5 | 10) 
Saproporphyrin D.®) .. etwa 597,5 552,0 
Himatoporphyrin (N en eki®; 599 554 
Ureporpnyrm') ..... 600,0 _ 555.5 
coon epithe si jee 601 «55 
,Fhylloporphyrin 6“ von 604,5 (Max.), 556 (auffal- 
March ewski®) Mitte d. nicht ganz lend viel stirker 
symmetrisch. Strei- | als der Streifen im 
fens etwa 603,5. _ Orange.) 


Anmerkung. Durch das freundliche Entgegenkommen 
von Herrn Prof. L. Marchlewski erhielt ich neuerdings die 


Gelegenheit auch ein Praparat des von ihm zuerst dargestellten 


8-Phyllohémins spektrochemisch zu untersuchen. Seine Lésung 
in Pyridin gab nach Zusatz von wenig Hydrazinhydrat ein 
himochromogenihnliches Spektrum, das sich aber von 
dem echten Pyridin—Haimochromogenspektrum folgendermafBen 
unterschied: Str. I ist uneinheitlich, sein Minimum liegt auf 





1,0. Schumm, Uber ein aus o-Himatin bei der Darmfiulnis ent- 
stehendes Umwandlungsprodukt (,,Kopratin“) und das zugehérige Por- 
phyrin, Diese Zs. Bd. 149, S. 1 (1925). 

*) Willstitter u. M. Fischer, Untersuchungen ber den Blut- 
farbstoff, Diese Zs. Bd. 87, S. 482 (1918). | 

8) Nencki u. Zaleski, Chem. Ber. Bd. 34, 8. 997 (1901). 

4) H. Fischer, Uber dasKotporphyrin, Diese Zs. Bd. 96, S. 148 (1915). 

5) Vorliufige Bezeichnung fiir das vom Verfasser unter den HCl- 
Spaltprodukten gefaulter Muskulatur aufgefundene Porphyrin, dessen 
Einheitlichkeit zwar noch nicht ganz sichergestellt ist, das sich aber in 
der vorliegenden Form von dem ihm anscheinend nahe verwandten 
Himatoporphyrin-Nencki einerseits durch die Leichtléslichkeit in 
Chloroform, andererseits durch die Spektra in konz. Schwefelsiure 
bzw. n/10-Kalilauge unterseheidet. Ein neuerdings in der friiher be- 
1* 


es. i 
lia ta ee: 








































4 0. Schumm, 


etwa 552,5 (Max. a = etwa 556, Max. b = etwa 5491/,); Str. I, 
viel schwicher, Max. etwa 5221/,. 

Ein sehr auffalliger Unterschied ergibt sich ferner 
bei der spektrochemischen Probe mit konz. Schwefel- 
shure: 

















nemaion | prtntintn | Rtn oe 
i 606,5 599,5 
lil uneinheitlich, breiter Schat- | ziemlich symmetrisch, Max. 


ten mit starkem schmalen| etwa 555 
Max. auf 556'/,; Mitte des 
Streifens etwa 557 
Gemische aus Himatoporphyrin und Koproporphyrin geben 
ein Mischspektrum; iiberwiegt der Koproporphyringehalt stark, 














schriebenen Art [Diese Zs. Bd. 147, S. 214 (1925)] in ziemlich reichlicher 
Menge erhaltenes Priparat ,,Saproporphyrin D“ gab folgende spektro- 
chemischen Reaktionen: 














: Lésung Lésung ie eg 
Hauptstreifen ‘5 Cilamaioen in n/10-KOH Lésung in Ather 
I 622,8 624,0 6241), 
II 567,1 568,4 568,9 
Ill 535,7 538,7 Max. ,,b“ 526,7 
IV etwa 501 etwa 504 etwa 496 











6) Nencki u. Sieber, Arch, f. exp. Pathol. Bd. 18, S. 412 (1884); 
Bd. 20, S. 325 (1886); Bd. 24, S. 480 (1888). 

?) H. Fischer, Uber das Urinporphyrin, Diese Zs. Bd. 95, S. 34 (1915). 

8) 0.Schumm, Uber Porphyrinbildung aus Blutfarbstoff, I. Mitt., 
Diese Zs. Bd. 132, S. 34 (1924); II. Mitt., Bd. 189, S. 219 (1924); ferner 
A. Papendieck, Uber Porphyrine aus Blutfarbstoff, Diese Zs, Bd. 184, 
S. 158 (1924); Diese Zs. Bd. 144, S. 60 (1925). 

*) Dieses Priiparat verdanke ich der Freundlichkeit von Herrn 
Prof. Marchlewski, Originalabhandlung: L. Marchlewski und 
J. Robel, Uber #-Phylloporphyrin I, Biochem. Zs. Bd. 39, 8. 6 (1912). 

1%) Dieser zweite Hauptstreifen hat bei den meisten der unter- 
suchten Porphyrine ungefihr in der Mitte eine feine Aufhellung (Mini- 
mum), durch dessen EHinmessung eine recht genaue Ortsbestimmung 
méglich ist; die angefiihrten Zahlen bezeichnen dann den Ort dieses 
Minimums. Bei denjenigen Porphyrinen, deren zweiter Hauptstreifen 
einheitlich ist, gilt als Ort das Dunkelheitsmaximum. 
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so zeigt der dann unsymmetrische Streifen I sein Maximum 
nicht oder nur wenig weiter rotwirts als bei der Probe an 
reinem Koproporphyrin. 

Da das Himatoporphyrin-Nencki allein schon durch den 


ihm zugeschriebenen Gehalt an OH-Gruppen eine Sonder- 
stellung gegeniiber verschiedenen anderen Blutporphyrinen ein-. 


nimmt, war vorauszusehen, daB es zu chemischen Umsetzungen 
befahigt sei, die sich héchstwahrscheinlich auch zu Unter- 
scheidungsreaktionen fiir kleinste Substanzmengen ausbilden 
lassen wiirden. Ich habe die Untersuchungen in dieser Rich- 
tung weitergefiihrt und u. a. das Verhalten der Porphyrine bei 
der Einwirkung von Halogen gepriift. Ich erwahne daraus 
vorlaufig die Feststellung, da8 Koproporphyrin mit Brom ein 
Umwandlungsprodukt gibt, das spektroskopisch von dem unter 
gleichen Versuchsbedingungen aus Hamatoporphyrin-Nencki 
entstehenden auffallend verschieden ist. Bei richtiger Ab- 
stimmung der Reaktion erhalt man von Koproporphyrin eine 
Lésung, die im helleren Rot nur schwache Absorptions- 
erscheinungen, dagegen einen scharf abgegrenzten schmalen 
Streifen auf der Grenze von Grin und Blau, etwa 4997/,, 
und einen weiteren Streifen in Blau auf ungefaihr 470 liefert. 
Setzt man der fertigen Probe eine kleine Menge Hamato- 
porphyrinlésung (Nencki) und nétigenfalls noch eine weitere 
kleine Menge Brom hinzu, so erscheint sofort derselbe dem 
Hamatoporphyrinderivat eigene intensive Absorptionsstreifen 
im Rot, den auch die reine Lésung des Hamatoporphyrin- 
derivats gibt. Fir die Auffindung geringer Mengen Kopro- 
porphyrin in einem Uberschu8 von Hamatoporphyrin liegen die 
Verhiltnisse weniger giinstig, weil die Lésung des Hamato- 
porphyrinderivats im Grenzgebiet von Griin und Blau ebenfalls 
einen allerdings schwacheren und breiteren, zwei wenig deut- 
liche Absorptionsmaxima aufweisenden Streifen gibt. 

Die spektrochemische Reaktion mit Brom ist schon vor 
langer Zeit von V. Arnold auf Schwefelsiurehimatoporphyrin, 
ferner von Leon Marchlewski auf verschiedene Porphyrine, 
z B, Mesoporphyrin, Phylloporphyrin und Hamatoporphyrin- 
Nencki angewandt worden. Nach einer freundlichen brieflichen 
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6 0. Schumm, 


Mitteilung des genannten Forschers findet sich eine Beschreibung 
der Versuche im Bull. de l’acad. des sciences de Cracovie, 1902, 
S. 228. V. Arnold?) hat sie spiter zur Charakterisierung eines 
Porphyrins aus pathologischem Harn angewandt. Ich habe sie 
ebenfalls vergleichend an Hamatoporphyrin-Nencki und Meso- 
porphyrin gepriift.?) Arnold hat die Bromreaktion seinerzeit an 
Lésungen gepritt, die er aus (noch schwach saurehaltigem) 
,ochwefelsturehamatoporphyrin“ mit Alkohol-Chloro- 
form gewonnen hatte. Eine schriftliche Bemerkung auf dem 
mir von V. Arnold iibersandten Sonderabdruck besagt, daB 
er das Porphyrin aus Kohlenoxydblut dargestellt hatte. — 
Ich benutze eine Lésung des fraglichen Porphyrins in einem 
Gemisch aus 200—400 ccm absolutem Alkohol und einem 
Tropfen 25°/,iger Salzsiure. Einige Kubikzentimeter der 
Lésung werden vor dem Spalt des Spektralapparats aufgestellt, 
allmihlich mit einem bis mehreren Tropfen gesittigten Brom- 
wassers versetzt und von Anfang an bei passender Schichtdicke 
beobachtet; UberschuB von Brom ist zu vermeiden. Alkyl- 
verbindungen des Koproporphyrins geben eine andere, der des 
Hamatoporphyrins-Nencki abnlichere Spektralreaktion, so daB 
diese Probe nur auf das freie Porphyrin anwendbar ist: 
Wenigstens gibt Koproporphyrinmethylester bei der 
Bromreaktion nicht den schmalen Absorptionsstreifen auf 499'/,. 
Verfasser méchte bei der Gelegenheit noch einmal die groBe 
Leistungsfahigkeit spektrochemischer Untersuchungsverfahren 
hervorheben. Sie erméglichten im Eppendorfer Institut allein 
auf dem Gebiet der Porphyrine folgende Fortschritte: 


I. Die nahezu sichere Identifizierung des im normalen Harn in 
Spuren auftretenden, von Garrod*) entdeckten, aber fiir echtes 





) Vinzenz Arnold, Ein Fall von Himatoporphyrinurie bei Ab- 
dominaltyphus, Diese Zs. Bd. 82, S. 172 (1912), vorher Centralbl. f. d. 
Medizin. Wissensch. 1899, Nr. 28. 

*) 0. Schumm, Uber Vorkommen und Nachweis einiger patho- 
logisch wichtiger Abbauprodukte des Blutfarbstoffs. Festschrift des Eppen- 
dorfer Krankenhauses, Hamburg 1914, bei Leopold Voss, S. 188. 

8) A. E. Garrod, On the occurence and the detection of Hae mato- 
porphyrin in the urine, The journal of Physiology Bd. 18, 8. 598 (1892). 
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Himatoporphyrin gehaltenen Porphyrins als Koproporphyrin.') 
|  (Ebenso im Harn bei chronischer Bleiwirkung).*) 

, II. Die Auffindung und nihere Charakterisierung zweier ver- 
| schiedener Porphyrine im Blut*) bzw. Pleuraexsudat*) des oft genannten ae 
Haimatoporphyriekranken Petri (spektrometrisch und spektrophoto- ie 
graphisch als tbereinstimmend mit H. Fischers Uroporphyrin und . 
Koproporphyrin erwiesen). 

III. Die nihere Charakterisierung der Silden aus Kudehed bei 
) tierischer Osteoporphyrie und menschlicher Hamatoporphyrie.®) 

, IV. Den Nachweis, daB das Blutserum Gesunder von spektro- 
skopisch nachweisbaren Mengen Porphyrin frei ist.*) (Berichtigung der 
Befunde von H. Fischer und Zerweck.’) 

Anm.: Obiger Satz gilt fiir kleinere Mengen Serum, wie sie von 
H. Fischer und Zerweck benutzt worden sind. DaB geringste 
Spuren eines Porphyrins, die vielleicht bei der Aufarbeitung sehr groBer 
L &§ Mengen Serum eben nachweisbar sind, auch schon physiologischerweise 
i vorkommen, ist in Anbetracht des regelmaéBigen Vorkommens von Spuren 
Porphyrin im normalen Harn eine selbstverstiindliche Méglichkeit. 

V. Die Auffindung jenes natiirlichen chloroformléslichen Por- 
phyrins (unter Leitung des Verfassers von A. Papendieck®), das héchst- 
wahrscheinlich identisch ist mit Kaimmerers und dem unter VI. ge- 
nannten Porphyrin. 





: 1) O.Schumm, Uber die natiirlichen Porphyrine, Diese Zs. Bd. 126, 
_ - S. 169 (1923); Richtigstellung zur Abhandlung von H. Fischer und 
‘oe K. Schneller, Diese Zs. Bd. 133, 8S. 298 (1924). Neue Belege in einer 
| folgenden Abhandlung. 
2) Uber das Porphyrin des Harns. bei Bleivergiftung, Diese Zs. 
Pod Bd. 119, 8. 189 (1922); Bd. 126, S. 178 (1928). 
| & *) 0. Schumm, Beitriige zur Kenntnis der Haematoporphyria 
congenita und der natiirlichen Porphyrine, I. Die pathologischen 
Farbstoffe des Blutes bei Haematoporphyria congenita, Diese Gee 
Zs. Bd. 98, S. 123 (1916); Bd. 105, S. 164 (1919); Bd. 126, S. 187 (1928). oy 
: 4) 0.Schumm, Uber den Nachweis der natiirlichen Porphyrine Tae 
| in serésen Fliissigkeiten und Organen, Diese Zs. Bd. 182, S. 62 (1924). 
5.}0. Schumm, Uber das ,,Hamatoporphyrin“ aus Harn und 
Knochen, Diese Zs. Bd. 96, S. 183 (1915). 
*) A. Papendieck, Zur Frage des Vorkommens von Porphyrin im 
Blutserum, Diese Zs. Bd. 136, S. 298 (1924). eas 
) H. Fischer u. Zerweck, Zor Kenntnis der natiirlichen Por- ee 
phyrine, V. Mitt., Diese Zs. Bd. 132, S. 12 (1924). 7 3 
*) A. Papendieck, Uber das Porphyrin der menschlichen Faeces, 
I. Mitt., Diese Zs. Bd. 128, S. 109 (1923); II. Mitt., Diese Zs. Bd. 133, 
S. 97 (1924); III. Mitt., Bd, 140, S. 16 (1924). 
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VI. Die Auffindung und genauere Charakterisierung des «-Por- 
phyroidins (bzw. a-Himatoporphyrins), d.i. des primiren Porphyrins 
aus Blutfarbstoff. Allein durch die spektrochemische Untersuchung des 
«-Porphyroidins konnte wahrscheinlich gemacht werden, da8 es das 
eisenfreie Himatin sei.) Die spiter von meinem Mitarbeiter A. Papen- 
dieck ausgefiihrten Elementaranalysen haben das erwiesen.?) 

VII. Den Nachweis, daB haufig schon aus sog. frischem Fleisch’) 
Spuren eines chloroformléslichen Porphyrins gewonnen werden kénnen, 
das héchstwahrscheinlich mit dem unter VI. genannten identisch ist. 

VIil. Die Auffindung und nihere Charakterisierung des Koprato- 
porphyrins.*) 

IX. Die nahezu sichere Identifizierung des in menschlicher Galle 
und Meconium enthaltenen Porphyrins.°) 

X. Die Auffindung der bislang nicht beobachteten, oben unter 
ysaproporphyrin D“ beschriebenen Porphyrinfraktion.°) 

Porphyrinmengen, die noch unter 1 mg lagen, also nicht 
einmal fiir die Mikro-Stickstoffbestimmung ausreichten, haben 
in vielen Fallen geniigt, um daran nacheinander eine ganze 
Reihe beweiskraftiger spektrochemischer Proben und noch 
spektrographische Aufnahmen auszufiihren. Beriicksichtigt man 
ferner, daB einem fraglichen Porphyrin oft Stoffe aus anderen 
K6rpergruppen in betrachtlicher Menge beigemischt sein kénnen, 
ohne da8 die Sicherheit der spektrometrischen Bestimmung 
merklich gestért wird"), so ist damit gezeigt, daB die genannten 
Verfahren auf diesem Gebiete unentbehrlich sind. 





1) 0.Schumm, Uber Porphyrinbildung aus Blutfarbstoff, Diese 
Zs. Bd. 189, S. 219 (1924); A. Papendieck u. K. Bonath, Uber Por- 
phyrine aus Blutfarbstoff, Diese Zs. Bd. 144. S. 59 (1925). 

*) A. Papendieck, Diese Zs. im Druck. 

*) 0. Schumm, Uber Porphyrinbildung aus Fleisch, I. Mitt., Diese 
Zs. Bd. 183, S. 308 (1924); II. Mitt., Diese Zs, Bd. 147, 8. 184 (1925). 

4) 0.Schumm, Uber ein aus a-Hamatin bei der Darmfiulnis ent- 
stehendes Umwandlungsprodukt (Kopratin) und das zugehérige Porphyrin, 
Diese Zs. Bd. 149, S. 1 (1925). 

5) A a. 0. Bd. 126, S. 172, FuBnote 3 und unveréffentlichte Unter- 
suchungen. 

*) Saproporphyria D ist bislang nur kiinstlich, durch HCI-Spaltung 
von gefaulter Muskulatur erhalten worden, s. d. Tabelle und ferner 
Diese Zs. Bd. 147, S. 214 (1925). 

") Unter anderem bewiesen z. B. bei dem porphyrinhaltigen Blut- 


serum des Himatoporphyriekranken Petry, 0. Schumm, Diese Zs., 
a.a.Q. (oben unter ,,IT“). | 
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Wie notwendig sie sind, wird schlagend durch die Auf- 
findung des v-Himatoporphyroidins (= Hiaimaterindicarbonsdure 
nach W. Kiister) bewiesen, die zum guten Teil auf die An- 
wendung spektrochemischer Methoden zuriickzufihren ist. DaB 
man in der Porphyrinforschung mit Elementaranalysen, Schmelz- 
punkt- und Krystallbestimmungen allein nicht auskommt, ist 
indirekt schon von R. Willstatter ausgesprochen worden. In 
seinem bekannten Buche iiber das Chlorophyll?) findet sich auf 
S. 270 der Ausspruch: ,,.Es handelt sich nach Willstatter und 
M. Fischer in der Hamatoporphyringruppe um eine Reihe 
einander sehr nahestehender Verbindungen, deren Definition 
und Untersuchung wichtig ist. Sie gelingt mit Hilfe der Salz- 
siurezahlen, und zwar schon mit den geringsten Mengen, 
wahrend sonst kein Mittel fiir diesen Zweck bekannt ist*.1) 
Dieses Urteil bezieht sich auf die damals bekannten und auf 
derselben Seite von Willstatter und Stoll namhafi, gemachten 
6 Hamin-Porphyrine: Hamatoporphyrin, Hamitoporphyrin, 
Hamidoporphyrin, Hamoporphyrin, Mesoporphyrin, Athiopor- 
phyrin. In den seit jenem Ausspruch vergangenen 12 Jahren 
sind die spektrochemischen Identitatsreaktionen der Blutfarbstoff- 
porphyrine nun so weit ausgebildet worden, da8B mehrere der 
oben genannten Porphyrine auch bei sehr kleinen, unter 1 mg 
liegenden Mengen, spektrochemisch ihrer Art nach erkannt 
werden kénnen. DaB der Wert von Willstatters und Stolls 
Methode dadurch nicht geringer wird, sei ausdriicklich hervor- 
gehoben. — Bei dieser Gelegenheit miéchte ich darauf hinweisen, 
daB ich schon im Jahre 1919 mitgeteilt”) habe, der Kopro- 
porphyrinmethylester kénne auch in einer anderen Form 
krystallisieren, als von H. Fischer beschrieben worden war. 
Die Elementaranalyse jenes Praparates ist von mir damals 
mitgeteilt worden. Spiter habe ich dieselbe Krystallform noch 
einmal bei einem Priparat reinem Koproporphyrinmethylester 
beobachtet. — 





Richard Willstatter und Arthur Stoll, Untersuchungen 
tiber Chlorophyll, Berlin, Verlag von J. Springer, 1913. 

*) Weitere Untersuchungen bei Himatoporpkyria congenita, Diese 
Zs. Bd. 105, S. 164. 

































Bett 


10 0. Schumm, 


Zur spektrochemischen Untersuchung des méglichst weit 
gereinigen Porphyrins eignet sich z. B. folgender Gang: 

1. Priifung auf Léslichkeit in n/10-Kalilauge, Bestimmung 
des Spektrums in n/10- bis n/3-Kalilauge (indem zur Liésung 
in n/10-Kalilauge stirkere Lauge zugetropft wird). Durch den 
verschiedenen Gehalt an KOH wird das Spektrum (besonders 
Str. I) bei einigen Porphyrinen nicht unerheblich beeinfluBt; 
vergleichende Priifung mit einem reinen Priparat des in Be- 
tracht kommenden Porphyrins ist zu empfehlen. 


2. Uberfiihrung des Porphyrins aus der alkalischen Liésung 
mit Essigsiure in alkoholfreien Ather, Bestimmung des Ather- 
spektrums am rohen und gewaschenen Atherauszug. 

8. Uberfithrung des Porphyrins aus dem (gewaschenen) 
Ather in Salzséure, Bestimmung des ,,Saurespektrums“ bei 
etwa 25°/, Salzsiuregehalt durch okulare si arias uptedh i wg 
gegebenenfalls Spektrophotographie.") 

4, Ausschiitteln der gegebenenfalls bis zu einem bestimmten 
Sauregehalt verdiinnten salzsauren Porphyrinlésung mit alkohol- 
freiem Chloroform; a@-Porphyroidin, Mesoporphyrin und ,,Sapro- 
porphyrin D* (s, FuB8n. 6 8. 8) gehen reichlich in Chloroform iber, 
Koproporphyrin aus starkerer z. B. 25°/,iger HCl nicht, Hamato- 
porphyrin kaum, Kopratoporphyrin wenig. Beide Fraktionen 
werden noch gereinigt: die vereinigten Chloroformausziige durch 
Waschen mit verdiinnter Salzsiure, danach mit Wasser und 
Filtrieren, die in der urspriinglichen Salzsiurelésung verbliebene 
chloroformunlésliche Fraktion durch Filtrieren der Lésung. 
An beiden Fraktionen werden gegebenenfalls die unter 1. 
bis 3. beschriebenen und die folgenden Proben ausgefiihrt. 

5. Uberfithren des fraglichen Porphyrins aus der Salzsaure 
in alkoholfreien Ather (mit Natriumacetat), wiederholtes Waschen 
des Athers zur Entfernung der Hauptmenge der Essigsiure, 
nochmalige Bestimmung des ,,Atherspektrums“, Verdampfen 
des Athers und Veresterung des Riickstandes durch Kochen 
mit 1°/, Salzsiure enthaltendem Methylalkohol (nach W.Kister 





110. Schumm, Spektrographische Methoden, Abderhaldens 
Handbuch der biolog. Arbeitsmethoden. 
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und Deihle, Uberfiihren des Veresterungsprodukts aus der 
sauren Lésung mit Sodalésung in Chloroform, Waschen und 
Filtrieren der Chloroformlésung. Teile des Veresterungs- 
produkts werden gepriift: a) mit der Chloroform—Salzsiure- 
spektralprobe*), wobei auf das Verteilungsverhiltnis zwischen 
Chloroform und Salzsiure geachtet wird (verschieden z. B. bei 
den Estern von Himatoporphyrin-Nencki und Koproporphyrin); 
b) mit der oben beschriebenen Schwefelsiure-Spektralprobe; 
c) durch Uberfiihren in Metallkomplexverbindungen (Kochen mit 
Ferroacetat—Hisessiglésung, Kupferacetat—Kisessiglésung u. a. 
nach Zaleski‘), Bestimmung des Spektrums in Pyridin unter 
Zusatz von wenig Hydrazinhydrat. Statt der Metallkomplex- 


_verbindungen der Ester kénnen auch die der freien Porphyrine 


geprift werden, wobei auf ihre Léslichkeit in Chloroform zu 
achten ist (verschieden bei den Verbindungen, z. B. von 
Haimatoporphyrin-Nencki und Koproporphyrin). Die Metall- 
verbindungen der Porphyrine lassen sich teils sowohl nach 
dem Verfahren von Zaleski, als auch durch Behandeln mit 
Stokes Reagens darstellen. Die Eisenung lieB sich bei 
einigen Porphyrinen auch mit Stokes Reagenz (durch Kochen 
in waBriger ammoniakalischer Lisung) leicht durchfihren; . 


bei anderen gelang sie nach einigen vorlaufigen Versuchen | 


schwieriger oder gar nicht, so bei w-Porphyroidin, das sich 
dagegen nach Zaleski sehr leicht eisenen laBt. Die Versuche 
werden fortgesetzt. 

Falls etwas mehr Substanz vorhanden ist, kann man zur 
Charakterisierung der Porphyrine bzw. ihrer Methylester noch 
die oben erwihnte Brom- bzw. die Phenolspektralprobe*) 
heranziehen. 

Durch den obigen Untersuchungsgang l4Bt sich eine recht 
weitgehende Charakterisierung eines Porphyrins auch in den 





1) W. Kister u. P. Deihle, Der Chemismus der Himatoporphyrin- 
bildung, Diese Zs. Bd. 86, S. 54 (1918). | 
4) O. Schumm, Spektroskopisch-chemische Reaktionen einiger Por- 
phyrine und ihrer Methylester, Diese Zs. Bd. 186, 8. 248 (1924). 
*) A. a. 0. , 
4 Ava. O. Bd. 136, 8. 248 (1924). 
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Fallen erzielen, wo seine geringe Menge die Darstellung seines 
Methylesters in zur Elementaranalyse gentigend reinen Krystallen 
nicht erméglicht. DaB die alleinige Schmelzpunktsbestimmung 
der krystallisierten Porphyrinester zu ihrer Charakterisierung 
in vielen Fallen nicht ausreicht, ist leicht durch Beispiele aus 
der Literatur der neueren Zeit zu belegen. 


Von groBem Nutzen ist auf obigem Gebiete auch die spektro- 
skopische Uberwachung des Reaktionsverlaufs bei den zugehérigen 
chemisch-priparativen Arbeiten.') — 

Da8 auch den spektrochemischen Untersuchungsverfahren Grenzen 
gezogen sind, ist selbstverstindlich; z.B. wird kein Sachkundiger er- 
warten, in einem sehr urobilinreichen Faecesextrakt, der das Spektrum 
fast bis zum Gelb adsorbiert, die Spektralerscheinung eines Porphyrins 
identifizieren zu kénnen. Eine wenigstens grobe Scheidung ist in solehen 
Fallen unerlaBlich. Sie gelingt recht befriedigend durch die wiederholte 
Umscheidung des Porphyrins mit Ather und Salzsiure, die schon von 
Arnold bei der Untersuchung eines Porphyrins aus pathologischem 
Harn und danach bekanntlich von H. Fischer mit gutem Erfolge an- 
gewandt wurde. 

Hinsichtlich der Zuverlissigkeit und Brauchbarkeit der 
spektrophotogrammetrischen Methode zur Bestimmung 
der Spektra ist bedauerlicherweise noch vor kurzem an wich- 
tiger Stelle ein Urteil vorgebracht worden”), das der Bedeutung 
dieser Methode keineswegs gerecht wird. — Da anzunehmen 
ist, daB es wenigstens in Deutschland nur vereinzelt Fach- 
genossen geben diirfte, die gleich mir in der Lage gewesen 
sind, die nach Art der Gitter und Objektive verschiedensten 
Zusammenstellungen spektrophotographischer Apparate an den 
hier in Betracht kommenden Untersuchungsgegenstanden ver- 
gleichend zu priifen, so dirfte es niitzlich sein, einmal kurz 
das Erforderliche anzugeben: 

I. Die Ausdehnung des auf die Mattscheibe projizierten 
Spektrums muB so groB sein, dab die Unvollkommenheit, die 
hinsichtlich der Abstimmung der Lichtempfindlichkeit (gegen- 





1) Vgl. z. B. die Untersuchungen von A. Papendieck u. K. Bo- 
nath, Uber die kathodische Reduktion von o-Himatin, Diese Zs. 
Bd. 144, 8. 60 (1925). 

*) H. Fischer, Farbstoffe mit Pyrrolkernen, in C. Oppenheimers 
Handbuch der Biochemie, II. Aufl., Lieferung 11, 1923, S. 404 (SchluBsatz). 
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iiber den Stellen verschiedener Wellenlange) auch bei kunst- 
gerecht sensibilisierten Platten besteht, sich nicht stérend be- 
merkbar macht. Aus diesem Grunde bereiten optische Systeme, 
die ein sehr kurzes, auf der Platte etwa nur 2—3 cm langes 
Spektrum liefern, bei ihrer Anwendung zur Photographie von 
Absorptionsspektren groBe Schwierigkeit und sind nur be- 
schrinkt anwendbar. 

II. Die Ausdehnung des auf der Platte erzeugten Spek- 
trums darf andererseits nicht gréBer sein als unbedingt nétig 
ist, um den stérenden HinfluB der sog. Plattenminima ge- 
niigend abzuschwichen. Jede dieses MaB iiberschreitende Aus- 
dehnung des Spektrums hindert die sonst erreichbare Schiarfe 
in der Einzeichnung (Wiedergabe) der Absorptionsstreifen. Es 
bedeutet also einen Verzicht auf den erreichbaren 
Grad von Bildschirfe und MeBgenauigkeit, d.i. ana- 
lytischer Zuverlassigkeit, wenn man von dem als 
zweckmaiBig erkannten Ausdehnungsgrade des Spek- 
trums erheblich abweicht. Die fiir unsere Zwecke geeig- 
neten optischen Verhialtnisse spektrophotographischer Apparate 
sind vom Verfasser an anderer Stelle eingehend beschrieben 2) 
worden. — Bei Benutzung?) eines optischen Systems, das ein 
doppelt so langes Spektrum liefert, wie die von mir angegebene 
Zusammenstellung, ist es in vielen Fallen unméglich, die 
Absorptionserscheinungen natiirlicher Farbstoffe mit einer fir 
die genaue Ortsbestimmung auf der Platte geniigenden Schirfe 
abzubilden. Dazu kommt, daB Untersucher, die mit einem 
solchen, weniger zweckmaéBigen spektrographischen Apparate 
arbeiten, sich seiner geringeren Lichtstirke halber leicht dazu 
verleiten lassen, die Aufnahmen bei gréBerer Spaltweite (z. B. 
0,1 mm und dariiber) zu machen, als im Hinblick auf Bild- 
schirfe und Mefgenauigkeit statthaft ist. — 

Die vom Verf. betonte Notwendigkeit, die Ausdehnung des 
Spektrums etwa auf eine solche Lange zu beschranken, wie 
man sie mit der von ihm beschriebenen Zusammenstellung er- 





*) 0. Schumm, Spektrographische Methoden, Abderhaldens 
Handbuch der biolog. Arbeitsmethoden. 
*) Durch Beispiele aus der Literatur zu belegen. 
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halt, hat unter anderem auch an einer Stelle Zustimmung ge- 
funden, deren Zustindigkeit nicht bestritten werden diirfte: 
das Zeiss-Werk in Jena bringt mir durch seinen wissenschaft- 
lichen Mitarbeiter, Herrn Dr. F. Léwe, folgendes zur Kenntnis: 
,Dieselben Erwagungen, die Sie veranlassen, als Brennweite 
fir die Kamera eines Spektrographen fiir Blutspektra diejenige 
von 25 cm zu empfehlen, haben uns dazu gefiihrt, beim Aus- 
bau unseres Spektrographen fiir Chemiker auBer einer gréBeren 
Brennweite (60 cm) fiir Emissionsspektra eine kleinere (18 cm) 
fir Absorptionsspektra vorzuziehen. Da wir. auBerdem am 
Spektrographen mit Teilkreis und dem festarmigen Spektral- 
apparat eine und dieselbe Kamera von 25 cm Brennweite haben, 
werden wir auch diese mit in die neue Form des 
Spektrographen fiir Chemiker einbeziehen.“ Das be- 
deutet, daB auch der Prazisions-Gitterspektrograph des 
Zeiss-Werkes in seiner neuen Form diejenige Optik besitzt, 
die fiir die Absorptionsspektrographie tierischer Farbstoffe als 
bestgeeignet von mir schon im Jahre 1912 beschrieben wor- 
den ist, 

Eine richtige Anschauung von der auf spektrophoto- 
graphischem Wege erzielbaren Genauigkeit in der Orts- 
bestimmung der Absorptionsstreifen erhalt der Untersucher nur 
dadurch, daB er die Methode in der fiir seine Objekte zweck- 
miBigsten Form, d.h. mit einem ihnen angepabten Apparate, 
anwendet und die so erhaltenen Ergebnisse mit denen der 
okularen Spektrometrie vergleicht. — Erwihnung verdient dabei 
noch, daB die Ausmessung der Spektrophotogramme mit dem 
Me8mikroskop (Plattenmikrometer) nur bei recht schwacher 
VergréBerung geschehen darf; als Objektiv eignet sich vor- 
trefflich das verinderliche Objektiv ,a** von Zeiss. 

III. Bei der Untersuchung der Porphyrine kommt noch 
in Betracht, daB der eine der drei Hauptabsorptionsstreifen, 
die von einer mineralsiurehaltigen Lésung erzeugt werden, in 
dem Teil des Violett liegt, der eine geniigend genaue Orts- 
bestimmung durch die okulare Spektrometrie nicht mehr zu- 
148+. Photographisch kann dieser fir die Auffindung geringster 
Mengen Porphyrin entscheidend wichtige Absorptionsstreifen 
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nun leicht und in so groBer Schirfe erzeugt werden, daB seine 


Ortsbestimmung auch Anhaltspunkte beziiglich der Art des 


vorhandenen Porphyrins geben kann. Seine genaue Bestimmung 
geniigt z. B., um mit Sicherheit Uroporphyrin und Kopro- 
porphyrin zu unterscheiden.?) 

Hine Klarstellung dieser Verhiltnisse erscheint mir not- 
wendig; denn es wire zu bedauern, wenn F'achgenossen, die 
sich der genannten Methode bei ihren Untersuchungen mit 
groBem Nutzen bedienen kénnten, unter dem Hindruck dieses 
oder jenes ungiinstigen Urteils auf ihre Anwendung verzichten 
wiirden. : 

DaB sich unsere Kenntnisse vom Vorkommen und den 
Kigenschaften der natiirlichen Porphyratine (Himatine, Himo- 
chromogene und abnliche Komplexverbindungen von Porphyrinen) 
durch planmiBige spektrochemische Untersuchungen bedeutend 
erweitern lassen, ist teilweise schon aus den alten Unter- 
suchungen von Mac Munn’), weiter z. B. aus Verfassers’) 
Abhandlungen und der erst kiirzlich erschienenen Mitteilung 
D. Keilins*) zu ersehen. 


Uber das im Blutserum Kranker auftretende Hamatin. 
[Richtgstellung eines irrefiihrenden Ausspruches von H. Fischer und 
J. Hilger.*)] 

Obgleich der von mir seinerzeit mitgeteilte spektrosko- 
pische Wert (etwa uy 559 fiir den Hauptstreifen ,,I* des unter 
der EKinwirkung von Schwefelammonium in der natiirlichen 





1/0. Schumm, Diese Zs. Bd. 98, S. 171 (1916); ferner Bd, 126, 
S. 190, 196, 197 (1923). : 

2) ©. A. Mac Munn, Further observations on Myohimatio and the 
histohimatins, Jl. of Physiol. Bd. 8, 8. 51 (1887). 

8) 0.Schumm, Diese Zs. Bd. 147, 8. 221 (1925); Bd, 149, S. 111 
(1925). 

*) D. Keilin, On Cytrochrome, a Respiratory Pigment, Common 
to Animals, Yeast and Higher Plauts, Proc. of the Roy. Soc. Bd. 98, 
S. 812 (1925). 

5) H. Fischer u. J. Hilger, Zur Kenntnis der natiirlichen Por- 
phyrine, II. Uber das Turacin, Diese Zs. Bd. 128, 8. 167 (1923). Auf 
8.174 dieser Abhandlung findet sich der Ausspruch: ,,Interessant wire 
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Lésung [Serum] entstehenden Hiimochromogens) keinen Zweifel 
daran lieB, daB das im Serum Kranker') von mir gefundene 
Hamatin spektralanalytisch mit a-Hamatin ibereinstimmte, 
habe ich doch eine genauere spektrochemische Untersuchung 
des bei gewissen Krankheiten im Serum auftretenden Haima- 
tins ausgefiihrt. Gelegenheit dazu bietet z. B. in gewissen 
Stadien der Krankheit das Blutserum bei der pernicidsen 
Animie. Es kommt bisweilen vor, dab ein solches Serum 
(scharf zentrifugiert!) bei verhaltnismaBig reichlichem Hima- 
tingehalt praktisch frei von Hamoglobin ist. Das aus der- 
artigem Serum abgeschiedene Himatin verhielt sich nun 
bei der spektrochemischen Untersuchung (Enteisenung mit 
Hydrazinhydrat—Eisessig, Untersuchung des dabei erhaltenen 





es auch, ob bei der menschlichen Porphyrinurié, z. B. in dem Falle 
Petry, bei dem Schumm Himatin im Serum nachgewiesen, es sich 
tatsichlich um Himatin handelt oder nicht etwa um das Himatin des 
Urinporphyrins bzw. Kotporphyrins.“ Ich bemerke dazu, daB die 
darin aufgeworfene Frage von mir bereits eindeutig beantwortet 
war; in meiner von H. Fischer und J. Hilger angezogenen Ab- 
handlung steht im Protokoll auf 8.133 die Zahl, die beweist, da8 
es sich nur um das echte Hiimatin des Blutfarbstoffs handeln konnte! 
Dieser Befund ist von mir bei jeder folgenden Blutuntersuchung 
bestitigt worden. In meiner zweiten Abhandlung tiber Unter- 
suchungen bei Hiimatoporphyria congenita (diese Zs. Bd. 105 [1919]) 
ist auf 8.169 folgendes Protokoll veréffentiicht worden: ,,Reaktion 
auf Hiimatin: stark positiv. Der erste Streifen des entstandenen 
Hamochromogens wird zu uu 559 bestimmt, der zweite zu ungefiihr 527. 
Der Himatingehalt wird bestimmt zu Ht il, d.h. der erste Ab- 
sorptionsstreifen des Hiimochromegens ist noch in 3,5 mm Schicht- 
dicke eben deutlich erkennbar und meBbar.“ Warum verschweigen 
H.Fischer undJ.Hilger dem Leser die Tatsache, da8 ich den Farbstoff 
durch die spektrometrische Untersuchung eindeutig als echtes Himatin 
identifiziert habe? Die Spektra der entsprechenden Eisenverbindungen 
von Uroporphyrin und Koproporphyrin zeigen die Absorptionsstreifen 
doch in stark abweichender Lage. Ein sachlicher Grund, jene Kritik zu 
versuchen, hat nicht bestanden; somit erhebt sich die Frage, welchen 
Zweck die genannten Autoren mit ihrer Auslassung verfolgt haben. Da 
sie geeignet ist, eine an sich klare Sachlage zu triiben, wird ihr Unwert 
hiermit hervorgehoben. 

1) Diese Zs. Bd. 97, 8. 32 (1916), Himatin als pathologischer Be- 
standteil des Blutes, dort die friihere Literatur. 
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Porphyrins) genau wie a@-Himatin. Da andererseits der un- 
mittelbar am Serum (bei perniciéser Animie) nach Schwefel- 
ammoniumzusatz erhaltene spektroskopische Wert (Str. I 559) mit 
dem am Serum des Hamatoporphyriekranken Petry gefundenen 
iibereinstimmte, so ist damit erhartet, dab dasim Serum 
des Himatoporphyriekranken von mir regelmaBig auf- 
gefundene und zeitweise verhaltnismaiBig reichlich 
vorhandene Himatin ebenso wie das bei bestimmten 
anderen Krankheiten aus «-Haimatin bestand. (Ob sich 
der Farbstoff etwa teilweise in loser Verbindung mit irgend- 
einer Stickstoffverbindung im Serum vorfindet, ist in diesem 
-Zusammenhang belanglos.) Aus der Kisenverbindung des Uro- 
oder Koproporphyrins, auf deren médgliches Vorkommen im 
Serum des Kranken Petry H. Fischer’) und J. Hilger seiner- 
zeit trotz meines eindeutig fiir a-Himatin stimmen- 
den Befundes glaubten hinweisen zu miissen, hat der Farb- 
stoff weder im Falle Petry noch bei all den anderen, in 
dieser Hinsicht von mir genauer untersuchten Krankheitsfallen 
bestanden. 

Hs verdient hervorgehoben zu werden, daB die Beschaffen- 
heit des Blutserums jenes Haimatoporphyriekranken einzig ist. 
Bislang ist noch kein weiterer Krankheitsfall beschrieben worden, 
bei dem das Blutserum dauernd solche Mengen von Hi- 
matin enthalt. Selbst bei perniciédser Animie ist bei meinen 
sehr zahlreichen Serumuntersuchungen vieler Falle ein so 
betrachtlicher Himatingehalt keineswegs mit der RegelmaBigkeit, 
d. h. durchaus nicht bei jeder Blutentnahme festgestellt worden. 





}) Siehe FuBnote 5, 8.15. 
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Réntgenographische Studien an Chitin. 


Von 


H. W. Gonell. 
Mit 1 Tafel, 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Faserstofichemie, Berlin-Dahlem.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4, November 1925.) 





Vergleich verschiedener Chitinarten. 


Das Chitin kommt im Tierreich als Skelettsubstanz bei 
den verschiedensten Klassen der Wirbellosen, im Pflanzenreich 
in der Zellmembran vieler Pilze vor.") Die gréBte Rolle spielt 
es bei den Arthropoden, wo es den den Ké6rper umhiillenden 
Panzer aufbaut. Die réntgenographische Untersuchung solcher 
Objekte zeigt zwar, daB Chitin in krystalliner Form enthaiten 
ist, liefert aber stets Debye-Scherrer-Diagramme, deren 
Auswertung mit groBer Unsicherheit behaftet ist, zumal wenn 
man, wie in diesem Falle, das Krystallsystem nicht kennt. 
Wie die mikroskopische Untersuchung des Chitinpanzers der 
Kafer im polarisierten Licht zeigt*), besteht er aus mehreren 
,Balkenlagen“, die aus parallel nebeneinander liegenden F'asern 
zusammengesetzt sind. Da die Balkenlagen im Panzer kreuz und 
quer tibereinander liegen, wodurch seine hohe Festigkeit zustande 
kommt, erhilt man im Réntgenlicht bei Untersuchung eines 





1) Zusammenstellung der Literatur bei G. Kunike, Zs. f. vergl. 
Physiol. Bd. 2, 8. 283 (1925); G. v. Wisselingh, Die Zellmembran, 
Bd. III, 2, S. 170—175 des ‘Handbuches der Pflanzenanatomie von 
K. Linsbauer., 

*) W. J. Schmidt, Die Bausteine des Tierkérpers in polarisiertem 
Lichte, Bonn 1924, S. 907 ff. 
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Stiickes von der Dicke des ganzen Panzers stets ein Ring- 
diagramm, wie von einer ungeordneten Krystallmasse. 

soliert man durch Behandlung mit Glycerin und 25°), iger 
Salzsiure die einzelnen Schichten voneinander') und durch- 
strahlt eine einzelne Balkenlage, so erhalt man indessen ein 
schénes Faserdiagramm (Taf. I). 

Es konnten iiber 20 verschiedene Punkte vermessen werden, 
das sind etwa ebenso viele wie bei Cellulose. Uber die genaue 
Vermessung wird weiter unten berichtet. 

Es wurden noch andere Chitinarten von Ringelwiirmern, 
Kaferschnecken, KopffiiBern, Kaferpuppen, Schmetterlingsraupen, 
Krebsen untersucht. Eine so ausgepragte Faserstruktur wurde 
in keinem Falle wieder gefunden. Eine annihernde Parallel- 
orientierung der Krystallite wurde bei dem Riickenschulp von 
Loligo (KopffiBer) gefunden, ebenso bei den Stacheln des ma- 
rinen Ringelwurmes Aphrodite. Die Stacheln der Kaferschnecke, 
(Chiton), deren Dorsalplatten ein Ringdiagramm gaben, zeigten 
einen schwachen Richtungseffekt. Es bestatigt sich also die 
schon bei friiheren Untersuchungen gemachte Erfahrung, da8 bei 
Kérperteilen, die eine bevorzugte Wachstumsrichtung aufweisen 
und krystalline Substanz enthalten, die Krystallite in der 
Wachstumsrichtung geordnet sind, wobei der Grad der Ord- 
nung allerdings sehr verschieden ist. 

In der Haut von Puppen (Hydrophilus piceus) und 
Raupen (Bombyx mori), also einem noch in der Entwicklung 
begriffenen Gewebe sind die Krystallite ungeordnet, sehr klein 
und mit amorpher Substanz vermischt. Auch treten 
neben den Interferenzen, die sich eindeutig mit dem Chitin- 
diagramm identifizieren lassen, noch einige Ringe auf, die auf 
das Vorhandensein anderer krystallisierter Substanzen schlieBen 
lassen. Eine Zusammenstellung der untersuchten Chitinarten 
und der aus den Diagrammen berechneten sin 3/2-Werte ist 
in Tabelle 1 angegeben. Man sieht, daB die starken Inter- 
ferenzen, wie A, und III, bei allen vertreten sind, wahrend 
von den schwicheren Punkten bzw. Ringen jeweils einige 





1) G. Kunike, a. a. O. 


9* 


- se ‘ 


Zum Vergleich der sin 3/2-Werte der verschiedenen Chitinarten. 
I = erste, Il = zweite, III = dritte, IV = vierte Schichtlinie des Diagramms. 


A = Aquator, 








H. W. Gonell, 


cm) 
GN 


Chitin von 


Art des 


A, 


A,') 


As 


Ill, 


tl, 





Diagramms 





Homarus 


Goliathus 
giganteus 
Hydrophilus 
piceus 
(Puppenhaut) 


Bombyx mori 
(Raupenhaut) 


Loligo 
Sepia 


Chiton spinosus 
(Riickenschild) 


dgl. 
(Stacheln) 


Aphrodite 


Ring-D. 
Faser-D. 


Ring-D. 


Ring-D. 


Faser-D. 


Ring-D. 
(kl. Teilchen) 


Ring-D. 


Ring-D. 
(schwacher 
Richt.-Effekt)} 


Faser-D. 


0,164 
0,164 


0,164 


0,164 


0,164 
0,164 


0,164 


0,164 


0,164 








0,248 


— {0,229 


wee 


0,249 





10,229 


0,228 
0,231 


0,229 


0,228 


0,229 


0,228 


0,230 








Boletus edulis 


Cantharellus 
cibarius 





Ring-D. 
Ring-D. 








0,164 
0,164 








— {0,227 
0,198|0,227 








'0,828 


0,083 
0,082 








0,117 
0,111 

















0,227 
0,227 





0,272 





0,294]0,294 
0,297|0,297 





1) Die genaue Ubereinstimmung der Zahlen dieser Reihe riihrt daher, da8 der Punkt A, als Bezugspunkt be- 
nutzt wurde, um die Fehler bei der Messung der Entfernung der Platte vom. Priparat auszuschalten. 
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fehlen. Dies erklirt sich wohl z.T. daraus, dab neben der 
krystallisierten amorphe Substanz enthalten ist, die einen 
Schleier auf der Platte hervorruft und die Interferenzen nicht 
hervortreten la8t. Ferner ist die Sichtbarkeit schwacher 
Interferenzen auf der Platte abhingig von der Masse des 
Praparates und der GréBe der eingestrahlten Energie, die 
nicht in allen Fallen die gleiche war. Auch beim Vergleich 
von Seiden verschiedener Herkunft treten nicht bei allen 
Arten alle Punkte auf.) 

Beweisend fir die Identitat der in Tab. 1 aufgefiihrten 
Chitin-,,Arten“ ist, daB die Interferenzen, die in ihrer 
Lage tibereinstimmen, auch der Intensitét nach 
miteinander identisch sind’), und daB bei den punkt- 
armen Diagrammen stets nur schwache Linien fehlen, wihrend 
die stirksten Linien A, und III, stets vorkommen. 

Kine Ausnahme bildet die Schale von Nautilus, wo trotz 
vieler Versuche nur 3 Interferenzringe zu erhalten waren, die 
zwar nach Lage und Intensitaét mit den Chitininterferenzen A,, 
A,, I, iibereinstimmen, aber die Interferenz III, nicht ent- 
halten. Es liegt also eine gewisse Abweichung des Feinbaues 
von Chitin vor. 

Ganz abweichend ist das Diagramm, das von den 
Kiefern des Ringelwurmes Eunice gigantea erhalten 
wurde, wie die in der folgenden Tab. 2 den Chitininterferenzen 
mit den dazugehiérigen Intensititen gegeniibergestellten Zahlen- 
werte zeigen. Es sei besonders auf die starken Unterschiede 
bei den Punkten 2 und 6 hingewiesen. Die krystalline Substanz 
des EKunice-Kiefers ist ihrem Feinbau nach vom Chitin deut- 
lich verschieden. Das steht nicht im Widerspruch zu der 
Tatsache, daB sie Reaktionen mit dem Chitin gemeinsam hat, 


da die mikrochemischen Reaktionen, die den Eunice-Kiefer 


mit Chitin identisch erscheinen lieBen 5), i im wesentlichen Gruppen- 
reaktionen sind. 





) Brill, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 434, S. 204 (1928). 

*) Uber Identititsnachweis mittels Réntgenstrahlen se Herzog u. 
Gonell, Diese Zs. Bd. 141, S. 65 (1924). 
*) Kunike, a. a. 0., 8. 243. 
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Tabelle 2. 

, : : Chitin von 
— sani gigas Goliathus giganteus 
Nummer sin 3/2 Intensitat sin 3/2 Intensitit 
1 — — 0,079 st. 
2 0,184 m. 0,164 8. st. 
3 0,206 8. 0,201 m. 
4 0,223 st. 0,231 8. st. 
4) 0,246 8. 0,235 8. 
6° 0,275 s. st. 0,298 st. 
1 0,328 3. 0,327 8. 














Das Chitin ist, wie mikrochemische Untersuchungen ergeben 
haben, nicht auf das Tierreich beschrankt, sondern findet sich 
auch im Pflanzenreich, und zwar bei den Pilzen. Chitin- 
praparate, die aus Cantharellus cibarius (Pfifferling) bzw. Boletus 
edulis (Steinpilz) isoliert waren, zeigten denn auch im Réntgen- 
diagramm dieselben charakteristischen Linien wie das Chitin 
tierischer Herkunft (Tab. 1). Da diese Priparate aus weit- 
gehend gereinigtem Chitin bestanden, so ist damit zugleich 
bewiesen, daB die in untersuchten tierischen Skeletteilen ent- 
haltenen Krystallite Chitin sind. Ein aus Bacterium xylinum 
dargestelltes Praparat ergab dagegen das Diagramm der Cellu- 
lose, ebenfalls in Ubereinstimmung mit dem mikrochemischen 
Befund. 


Quantitative Auswertung der Diagramme. 


Der Versuch, die krystallographische Elementarzelle des 
Chitins zu bestimmen, wurde an den von den ,,Balkenlagen‘ 
erhaltenen Diagrammen unternommen, da, wie schon oben 
gesagt, dieses Diagramm die meisten Interferenzen enthalt und 
die am besten ausgebildete Faserstruktur aufweist.') 





1) Vgl. hierzu die drei grundlegenden Mitteilungen iiber das Réntgen- 
faserdiagramm: M. Polanyi, Z. f. Phys, Bd. 7, S. 149 (1921); M. Polanyi 
u. K. Weissenberg, daselbst Bd. 9, 8. 123 (1922); Bd. 10, S. 41 (1922). 
Kurze Ableitung der Formeln vgl. H. W. Gonell u. H. Mark, Zs. 
physikal. Chem. Bd. 107, 8, 181 (1928). | 
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Direkt bestimmbar ist die Identitiitsperiode in der Faser- 
achse. Aus dem Abstand der Scheitelpunkte der Hyperbeln 
vom DurchstoBpunkte des Primirstrahles (e) und dem Abstand 
— Praparat—Platte (r) wird mit Hilfe der Formel 


~ & tg (90 — p) = — (1) 


der Winkel » und aus diesem und der bekannten Wellenlinge 
der verwendeten Cu,-Strahlung Az, = 1,54 A nach der Formel 
—— 
des COs uu (2) 
die Identititsperiode berechnet, wobei sich die Vermessungen 
der verschiedenen Hyperbeln gegenseitig kontrollieren. 


i 


























nD 
b Tabelle 3. 
en 
is | Hyperbel 2e 90 — w J 
\- | — 
n | ! 1,80 8° 18’ 10,7 
4 sf 2,82 17° 35 10,2 
h Il 4,44 26° 20/ 10,35 
| Mittelwert: J = 10,41 A. 
n Aus einer anderen Aufnahme, wo auch noch die IV. Hy- 
- | perbel zur Vermessung gelangte, wurde ein Wert von 10,47A 
n @ errechnet. Der weiteren Rechnung wurde deshalb das Mittel 
; aus diesen beiden Zahlen zugrunde gelegt. 
Die eine Kante des Elementarkérpers ist somit bestimmt zu 
Jto01] = 10,44 A=ec. 
. 4 Wahrend bei Hinzelkrystallen durch Drehung um ver- 
a schiedene Achsen beliebig viele Dreh- (Faser-) Diagramme her- 


Fi : gestellt werden kénnen, die eine unmittelbare Bestimmung 
: auch der anderen Kanten ermiglichen, ist beim Chitin, wie at 
bei allen natirlichen Fasern, nur ein derartiges Dia- ee 
gramm erhiltlich. In diesem Falle gelingt die Bestimmung a 
der anderen Kanten nur durch Aufstellung einer ,,quadratischen au 





3. : *) m = Ordnung der Reflexion und Nummer der Schichtlinie (Hy- 
perbel). 
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Form“, die alle im Diagramm gefundenen Interferenzen inner- 
halb der Fehlergrenzen wiedergibt. Die quadratische Form 
ist abhingig von der Art des Krystallsystems. Dieses ist 
beim Chitin nicht bekannt und auch mit den iblichen opti- 
schen Methoden nicht feststellbar, so daB man in dieser Hin- 
sicht auf einzelne Anhaltspunkte, die sich aus dem Diagramm 
ergeben, angewiesen ist. 

Zur Priifung, ob das angenommene Krystallsystem und 
die aus der quadratischen Form berechneten Kanten a 
und 4 des Elementarkérpers richtig sind, gibt es verschiedene 
Wege. Einmal wird aus der quadratischen Form das ,,theo- 
retische Diagramm*“ bestimmt, d. h. es werden die Reflexions- 
winkel der wichtigsten Netzebenen berechnet. Nur wenn alle 
gefundenen Interferenzen im theoretischen Diagramm auftreten, 
besteht die Méglichkeit, daB die quadratische Form richtig ist. 
Zur weiteren Priifung ist es ndétig, mit Hilfe des Struktur- 
faktors die Intensitatsverteilung zu berechnen und mit dem 
gefundenen Diagramm zu vergleichen. Endlich muS, wenn 
der Elementarkérper richtig bestimmt ist, die Anzahl der 
Molekiile in ihm eine ganze Zahl und mit der zugrunde ge- 
legten Symmetrie vertriglich sein.') 

Beim Chitin ist weder die Dichte noch das Molekular- 
gewicht genau bekannt. Fir die Dichte wurde der Wert 1,4 
eingesetzt, ein abgerundeter Mittelwert aus den Angaben ver- 
schiedener Autoren. Fiir das Molekulargewicht finden sich in 
der Literatur die verschiedensten Formeln, wie O©,,H,,0,,N, 

vine 1909), C,,H,.,0,,N, (Hd. Brach 1912), 





‘) Aus geometrischen Griinden kommen niemals 5, 7 oder eine 
hdhere ungerade Zahl Molekiile vor. Im rhombischen System sind z. B. 
auch 8, 6, 10 gleichwertige Molekiile ausgeschlossen. Die Anzahi der 
Molekiile im Elementarkérper wird berechnet mit Hilfe der Formel 


Ved 
™ M-1,64-10~™ ? (8) 


worin V das Volumen des Elementarkérpers, d die Dichte, M das Mole- 
kulargewicht, 1,64-10~** das Gewicht eines Wasserstoffatoms ist, 

*) Ausfiihrliche Angaben der Literatur oe H. Brach, Biochem. Zs. 
Bd. 88, S. 468 (1919). 
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ae HC—CH—CHOH—OGH—CHOH—CH,OH 
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NH 
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Nach den neueren Untersuchungen Karrers?) besteht das 
Chitinmolekiil aus mehr als zwei Glucosaminresten (vgl. vor- 
stehende Formel), von denen je einer oder je zwei mit einer 
Acetylgruppe verbunden sind, Als Baustein des Chitinmolekils 
ist also das Monoacetyldiglucosaminanhydrid (M, = 364) oder 
das Acetylglucosaminanhydrid (M, = 203) anzusehen. Bei der 
Auswertung wurden beide Méglichkeiten in Betracht gezogen.?) 

Neben der Unsicherheit, die durch die Unkenntnis des 
Krystallsystems bedingt ist, geht also noch die der bisherigen 


Molekulargewichts- und Dichtebestimmungen in die Rechnung 


ein. Man wird infolgedessen von vornherein kein sicheres 
Ergebnis der Auswertung erwarten kénnen, sondern 
nur eine gewisse Einschrinkung der vorhandenen 
Strukturméglichkeiten. 

Fir die Aufstellung der ,quadratischen Form“ scheidet 
das trikline System aus, da Netzebenen auftreten, die in 
diesem System nicht vorkommen. Diese sogen. ,,diatropen“ 
Netzebenen liegen senkrecht zur Faserachse und reflektieren 
bei senkrechter Stellung der Faserachse zum Strahl nicht, 
sondern erst dann, wenn man der Faserachse eine Neigung 
von 90—.3/2 gegen den Strahl erteilt (3/2 ist der Reflexions- 





) P. Karrer, Helv. chim. acta Bd. 5, 8. 832 (1922); P. Karrer, 
O.Schnider, A. P. Smirnoff, Helv. chim. acta Bd. 7, 8. 1039 (1924). 
*) Der sonst itibliche Ausdruck Strukturmolekel soll hier absichtlich 
nicht benutzt werden, um Verwechslungen zu vermeiden. 


seme ctieuan 
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winkel). Beim Chitin treten nun bei Winkeln 3/2 = 8°45’ 
und /2 = 16°56’ Reflexionen solcher Ebenen auf, und zwar 
liegen sie auf der IJ. und IV. Hyperbel, da sich die sin 3/2 
wie 2:4 verhalten, entsprechen also den Ebenen (002) und 
(004). Das kubische, tetragonale und hexagonale System kommen 
im Verhaltnis zum rhombischen und monoklinen selten in der 
Natur vor. Gegen das monokline System spricht die ver- 
haltnismaéBige Punktarmut des Diagramms, die ebenso auffallig 
ist wie bei Seide und Cellulose. Das monokline System be- 
dingt ein Diagramm, das insbesondere zahlreiche Punkte- 
gruppen enthialt, die aus dicht nebeneinander liegenden Inter- 
ferenzen bestehen. Beide Bedingungen erfillt das Chitin- 
diagramm nicht. Es spricht also eine gewisse Wahrschein- 
lichkeit fir das rhombische System. Die Rechnung wurde 
daher zuerst unter Zugrundelegung dieses Systems durchgefihrt 
und sei an diesem Beispiel erliutert. 
Die quadratische Form fir das rhombische System ist: 





_ 9 & h? «}? ki? }? hee hy 

—,* at - pb? > 3 a (4) 
worin # der Reflexionswinkel, fh, k, 1 die Indices der Netz- 
ebenen, a, 6, c die Kanten des Elementarkérpers, 4 die Wellen- 
linge sind. Der Index / ist nach Polanyi und Weissen- 
berg identisch mit der Nummer der Schichtlinie, also auf dem 
Aquator (A) gleich 0, auf der ersten Hyperbel 1 usf., ¢ ist aus 
der Entfernung = Schichtlinien bereits berechnet (Tab. 3). Das 


letzte Glied ““ jist also bekannt und fir alle Punkte einer 
Schichtlinie gleich gro8. Die beiden anderen Glieder seien 
als A*v? zusammengefabt: 


A iF i? to i" *¢ 
DR Te Se ee: ©) 











Diese 147 v?-Werte oder y-Komponenten werden fiir jeden 
Punkt des gefundenen Diagramms berechnet (Tab. 4), wobei 
zu den kleinsten h und & die kleinsten y-Komponenten ge- 
héren. Man kann also unter der Annahme, dab Interferenzen 
mit den Indices A= 1 und A=0 baw. h=0 und k= 1 auf- 
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treten, den beiden kleinsten 2?7*?-Werten diese Indizierung 
geben. 7 

Der kleinste gefundene Wert ist 2?7j,) = 0,007822, der 
zweitkleinste 4? v4, = 0,01768. An Stelle von A? vi) wurde 
indessen A? v7.) = 0,025104 mit der Indizierung (20) benutzt, da 
diese Interferenz genauer vermessen werden konnte und auf 
diese Weise eine bessere Ubereinstimmung der berechneten und 
gefundenen sin «7/2-Werte erzielt wurde. 

Die Kantenlingen ergaben sich zu 


a=19,42 A, 
b= 11,58 A. 


Aus der unter Einsetzung dieser Werte berechneten 
quadratischen Form 


4 sin? = 0,006275 h? + 0,01768 A? + 0,02176 7 


wurde nun das theoretische Diagramm berechnet. Es zeigte 
sich, daB alle gefundenen Interferenzen innerhalb der Fehler- 
grenzen in das theoretische Diagramm hineinpassen und indi- 
ziert werden kénnen (Tab. 4). Auffallig ist aber das Fehlen 
wichtiger Interferenzen, wie z. B. (110) und der héheren Ord- 
nungen dazu. Dies spricht gegen das rhombische System 
und deutet darauf hin, daB vielleicht hexagonale Symmetrie 
vorliegt, da in diesem Falle die Interferenzen (110) mit (100) 
und (010), (220) mit (200) und (020) usw. zusammenfallen. 
Das Volumen des rhombischen Elementarkérpers, wie es 


sich aus den oben bestimmten Kantenlingen ergibt, ist: 


V = 2350 A%. Setzt man fiir UM die Zahlen 364 bzw. 208 in die 
Gleichung (3) ein, so erhalt man die Werte 5,5 und 9,9. Diese 
Werte sind keine ganzen Zahlen, und auch die zunichst 
liegenden ganzen Zahlen 6 und 10 kommen im rhombischen 
System nicht vor (vgl. 8.24 Anm.1). Demnach kann das 
rhombische System nicht vorliegen. | 

Es wurde daher eine hexagonale quadratische 
Form aufgestellt, und zwar fir ein gewdhnliches hexa- 
gonales Elementarparallelepiped 
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Tabelle 4. 
£ : Aus denim Dia-] Aus der quadratischen Form be- 
q bp . eygpene rechnet unter Annahme des 
he =: gefundenen 
a = is | Interferenzen rhombischen hexagonalen 
& g > berechnet Systems Systems 
o I 
CH ue sin #/2 | Ay? sin 3/2 |Indices| sin #/2| Indices 
A, | st. | 007904} 0,02510 | 0,0790) | 200 | 0,0815| 200, 220 
A, | s.st.| 0,164 |0,1087 | 0,159 400 | 0,168 | 400, 440 
A, | m. | 0,177 |0,1258 | 0,179 | 320 | 0,178 | 520 
0,199 030 
A, | m. | 0,201 |0,1610 os ro 0,204 | (500, 550) 
A; 8. 0,228 0,2078 0,282 830 | 0,228 | 610 
A, | s. | 0,327 |0,4283 | 0,817 | 800 | 0,826 | 800, 880 
I, | s. | 0,0887 |0,00782 | 0,0860 | 101 | 0,0848| 101, 111 
I, | m. | 0,110 |0,0270 | 0,108 | 201 | 0,110 | 201, 221 
I, 8. 0,179 0,1072 0,175 401 0,179 | 401, 441 
I, | s. | 0,235 |0,1991 | 0,248 | 381 | 0,289 | 611 
I, s. 8. | 0,292 0,8208 | 0,287 241 0,292 | 841 
I, | s. | 0,880 |0,4184 | 0,826 | so1 | 0,884 | g01 
6} (s.) 1(0,141) (002 6) 
no) oe 0 0149 | OOS?) 0,148 | 002 
U, | s. | 0,194 |0,0634 | 0,189 | 802 | 0,192 | 3802, 332 
II, | m. | 0,219 |0,1068 | 0,216 | 402 | 0,220 | 402, 442 
I, 8. 0,251 0,1739 0,254 422 0,258 | 632 
6} (s.) |(,210) » | (0188) 
TE | Giaary [002768 | 0,281 ) | O18)! o,ea9 | 218 
i, | s | 072 |0,1013 | 0272 | 408 | 0,275 | 403, 443 
0,298 033 
Ill, | s. | 0,299 |0,1625 pe 2 0,803 | 503, 553 
8} (s) 1,264) (004 6) 
mo) Soe 0 0,298 | OEP)! 0,295 | 004 
IV, | 8s. | 0,851 [0,1509 | 0,855 | 084 | 0,850 | 514 























Die mit @ bezeichneten Punkte sind dureh die @-Linie (4 = 1,39 A) der 





Kupfer-K-Strahlung hervorgerufen. 


) Die Identitét der Zahlen bei diesen Punkten riihrt daher, daB 


sie zur Aufstellung der quadratischen Form benutzt wurden. 








i@ 
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_ 9 & 4}? 
2 2 
4sin*— pr 


Die Rechnung erfolgte analog der fiir das rhombische 
System ausgefiihrten (Tab. 4). Es ergab sich eine Kantenlainge 
a = 21,8 A), ein Volumen 7 = 4280 A%. Die Anzahl der 
Molekiilbausteine im Elementarkérper ist im Falle des Mono- 
acetyldiglucosaminanhydrids zn = 10, im Falle des Acetylglucos- 
aminanhydrids 


(+2 —hb He. (6) 


n == 18.) 


Da es in keiner hexagonalen oder rhomboedrischen Raum- 
gruppe 10 zahlige Punktlagen gibt, scheidet das Monoacetyl- 
diglucosaminanhydrid aus. Dagegen kommen in zahlreichen 
rhomboedrischen Raumgruppen 18 zihlige, bzw. bei Zugrunde- 
legung eines orthohexagonalen Elementarkérpers 36 ziahlige 
Punktlagen vor, wie aus den von P. Niggli aufgestellten 
Tabellen?) hervorgeht. Aus den Tabellen ergibt sich, daB dies 
die rhomboedrischen Raumgruppen 


Ch, Ge Ga D' , Degg und Desa 


sind. Eine eindeutige Bestimmung der Raumgruppen kann 
erst dann versucht werden, wenn die Dichte des Chitins und 
das Gewicht des Molekiilbausteins genau bestimmt sind. 


1) Urspriinglich erhalt man eine Kantenlinge a = 22,45A und 
19 Molekiilbausteine im Elementarkérper, wobei die Ubereinstimmung 
zwischen berechnetem und gefundenem Diagramm aber nicht voll be- 
friedigend ist. Es wurde daher die fiir einen hexagonalen Elementar- 
kérper sehr plausible Annahme gemacht, daB 18 Molekiilbausteine darin 
enthalten sind, eine Zahl, die innerhalb der Fehlergrenzen liegt. Hierbei 
ergaben sich die oben angegebenen Kantenlingen von 21,8 A und die 
in Tab. 4 aufgefiihrten, gut mit den gefundenen iibereinstimmenden 
sin #/2-Werte. Auffallend ist lediglich, daB die Netzebene (500) bzw. 
(550) auftritt, wihrend alle anderen ungradzahligen Ordnungen von (100) 
und (110) fehlen. Eine andere Indizierung des Punktes A, ist aber nicht 
méglich. Eventuell liegt hier eine Analogie zum Cellulosediagramm 
vor, in dem es ja mehrere nicht hineinpassende Punkte gibt. Zur Er- 
klirung kénnte man annehmen, daB ein Gemisch von Verbindungen 
vorliegt oder das Gitter verzerrt ist. 

*) P. Niggli, Geometrische Krystallographie des Diskontinuums, 
Leipzig 1919. : 
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Bei der gefundenen Symmetrie bestehen unter der An- 
nahme, dab die 18 Molekilbausteine strukturell gleichwertig 
sind, rein geometrisch folgende Strukturméglichkeiten. Es 
kann jedes Acetylglucosaminanhydrid selbstindig bestehen oder 
es kénnen 2, 3, 6 oder auch alle in einem Krystalliten ent- 
haltenen Acetylglucosaminanhydride zu einer Gruppe zusammen- 
treten'), wobei dahingestellt bleiben mag, ob diese Gruppen 
identisch mit dem Chitinmolekiil im chemischen Sinne sind. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurden 13 verschiedene Chitinarten tierischer und 
pflanzlicher Herkunft réntgenographisch untersucht. Von diesem 
enthielten 11 die gleiche krystallisierte Substanz. Lediglich 
die Ordnung und Gré8e der Krystallite und der Gehalt an 
amorpher Substanz erwiesen sich als verschieden. 

2. Die Kante des Elementarkérpers (Identititsperiode) in 
der Faserachse ist c = 10,44 A. 

8. Bei der Auswertung der Diagramme ergaben sich 
folgende Anhaltspunkte fir die Struktur: 

Bei hexagonalem Elementarparallelepiped ist die 
Kante der Basis a = 21,8 A, das Volumen 4280 A* 
Der Elementarkérper enthalt 18 Acetylglucosamin- 
anhydridmolekile, von denen je 1, 2,8, 6 oder alle in 
einem Krystalliten enthaltenen eine Gruppe bilden 
kénnen. 





Fir die Uhberlassung der verschiedenen Chitinarten 
tierischer Herkunft bin ich dem Berliner Zoologischen Museum, 
fir die Praparate aus Cantharellus und Boletus Herrn Pro- 
fessor G. van Iterson-Delft und Herrn Professor E. Winter- 
stein-Zirich zu groBem Dank verpflichtet. Ferner habe ich 
Herrn Dr, G. Kunike fiir seine Unterstiitzung bei der Herstellung 
der tierischen Praparate bestens zu danken. 





’) K. Weissenberg, Zs. f. Krystallographie 1925. 































Uber verschiedene Hemmungserscheinungen bei der 
enzymatischen Rohrzuckerspaltung. 











Von 
1 Hans vy. Euler und Karl Josephson. 
A Mit 4 Figuren im Text. 
h 
- (Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule in Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. November 1925.) | 

n 
b Theoretischer Teil. 

| Die Entwicklung der Enzymchemie in den letzten Jahren 
e (i zeigt einerseits die Bedeutung, welche eine méglichst weit- 
B, gehende Reinigung der Enzyme fiir die Aufklarung der enzy- g = “48 
- §@ matischen Vorginge iiberhaupt besitzt; erst durch die Ver- Be: 
n wendung hochgereinigter Enzymlésungen sind die sicheren Es 
n Grundlagen fiir die enzymatische Kinetik geschaffen worden. a 

Andererseits sind aber auch die Schwierigkeiten deutlich 4 

™ geworden, welche einem Eindringen in die Enzymchemie mit a 
D rein praparativen Methoden entgegenstehen miissen, und es 
n, | erscheint daher wieder um so notwendiger, auf andeyen Wegen 
D- Aufklirung iiber die chemische Natur der Enzyme und ihrer 
'- |@ einzelnen Gruppen zu gewinnen. | poe 
h Die Auffassung, daB die Enzymreaktionen durch besondere hae 
'§ | Enzym—Substratverbindungen vermittelt werden, deren Gleich- 


gewichte durch das Massenwirkungsgesetz geregelt werden, 
gestattet eine Systematik der verschiedenen Hemmungserschei- 
nungen (und Aktivierungserscheinungen), welche durch ver- 
schiedene Zusitze eintreten kénnen. Wenn wir namlich an- 
nehmen diirfen, dab die Geschwindigkeit einer enzymatischen 
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Reaktion bestimmt ist teils durch die Konzentration der Molekiil- 
art Enzym—Substrat, teils durch die Zerfallsgeschwindigkeit 
(Reaktionsfahigkeit) der labilen Enzym—Substratverbindung, so | 
lassen sich die Ursachen der Hemmungen (oder Aktivierung) | 
bei Enzymreaktionen auf folgende 2 Gruppen von Erscheinungen | 
zurickfihren : 

1. Anderung der Konzentration der reaktionsvermittelnden | 
Molekilart Enzym—Substrat; | 

2. Anderung der Zerfallageschwindigkeit (Reaktionsfahig- | 
keit) dieser Molekilart. 

Kine Anderung der Konzentration der Enzym—Substrat. | 
verbindung kann in verschiedener Weise zustande kommen. 


Erstens mu8 man mit einer Anderung der Affinitatskonstante | 


dieser Molekiilart bei Zusatz eines fremden Stoffes rechnen. | 
Besitzt der hinzugesetzte Stoff @ eine gewisse Affinitit zum | 
Enzym (oder zum Substrat) und ist diese Affinitét auch nicht | 
auf die spezifischen substratbindenden Gruppen des Enzyms | 
zurtickzufiihren, so kénnen immerhin die Komplexe 


Enzym Enzym BRS Enzym 
Substrat Substent Substrat cone 
verschiedene Affinitatskonstanten besitzen. In solchen Fallen 


hat man also mit einer Anderung der Reaktionsgeschwindig- | 


keit wegen Anderung der Konzentration des Enzym—Substrates ‘ 
zu rechnen, ohne da® eine Affinitét zwischen dem reaktions- — 


beeinflussenden Stoff und den spezifischen substratbindenden | 


Gruppen des Enzyms existieren mu8. Experimentell sicher | 
nachgewiesene Fille dieser Art liegen noch nicht vor, es liegt | 
aber nahe, anzunehmen, daB die bei den Saccharasen ver- | 


schiedener Herkunft gefundene Verschiedenheit der Affinititen @ 


auf solchen Verschiedenheiten der enzymatisch wirkenden | 


Komplexe wenigstens zum Teil beruht, sei es wegen der un- @ 
gleichen Konstitution des Enzymkomplexes selbst, sei es wegen @ 


der Assoziation des Enzymkomplexes mit enzymfremden, aber | 
aus den Mutterzellen des Enzyms stammenden Stoffen. 

Bei Anderung der Substratkonzentration tritt in diesem @ 
Falle eine Anderung der relativen Hemmung (Aktivierung) | 
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durch den reaktionsbeeinflussenden Stoff ein. Dasselbe tritt 
auch ein, wenn der hinzugesetzte Hemmungsstoff eine Affinitat 
zu der einen oder anderen substratbindenden Atomgruppe des 
Enzymkomplexes besitzt. In diesem letzteren Falle besteht 
also eine Konkurrenz zwischen Substrat und Hemmungsstoff 
um das Enzym, und bei Zusatz des Hemmungsstoffes wird 
also die Konzentration des Enzym—Substrates vermindert. 
Michaelis und Menten’) haben unter EKinfiihrung der Disso- 
ziationskonstanten der Enzym—Substratverbindung (X,,) und der 
Verbindung zwischen Enzym und hemmendem Stoff (X,,) die 
folgende Beziehung zwischen diesen Konstanten, den Konzen- 
trationen des Substrates (S) und des hemmenden Stoffes (G@) 
und den experimentell bestimmbaren Reaktionsgeschwindig- 
keiten (v, bzw. v) bei Ab- bzw. Anwesenheit des hemmenden 
Stoffes abgeleitet: 
Was G+ Kn 
m (8 + Kn) @/v — 1) 

Unter Beriicksichtigung unserer neuen Vorstellungen 2) iiber 
das Zusammenwirken der beiden Teilaffinitaten des Enzyms 
zu den Komponenten des Substrates wird man nun. etwas 
verschiedene Verhiltnisse erwarten, je nachdem der mit dem 
Substrat um das Enzym konkurrierende Stoff an die eine oder 
andere Affinitatsstelle des Enzyms gebunden wird; im Falle 
der Saccharase also, je nachdem der hemmende Stoff an die 
fructose-*) oder an die glucosebindende Affinitétsgruppe des 
Enzyms gebunden wird. 








1) Michaelis u. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, S. 383 (1918). 

*) H. v. Euler, Diese Zs. Bd. 148, S. 79 (1925); vgl. K. Josephson, 
Diese Zs. Bd. 186, S, 62 u. aw. S. 78 (1924); Bd. 147, 8.1 u. aw. S. 74, 
107, 142 ff. (1925); Bd. 149, S. 71 (1925). 

8) Beziiglich unserer Berechnungen iiber die Affinititskonstanten 
der Fructose-Saccharaseverbindungen und der Rohrzucker—Saccharase- 
verbindungen mu8 bemerkt werden, daB bei der Berechnung der schein- 
baren Affinititskonstante der Fructose-Saccharaseverbindung die in der 
Lésung vorhandene Gesamtkonzentration der Gleichgewichtsfructose in 
Rechnung gezogen wurde. Wie sich die beobachtete Hemmung auf die 
verschiedenen am Gleichgewicht teilnehmenden Formen der Fructose 
verteilt, ist noch unbekannt. Von besonders groBem Wert wiire natiirlich 
die Affinitit der in Rohrzucker eingehenden 2,6-Fructose zu kennen. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLII. 3 
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Unter der Annahme, daB die Verdrangung des Substrates 
aus der Bindung an der einen Affinititsstelle zur Aufhebung 
der Spaltung geniigt, muB gefragt werden, ob man iiberhaupt — 
zur Kinsicht kommen kann, bei welcher der ‘beiden Affinitiits- 
stellen ein in dieser Weise hemmender Stoff gebunden wird. 
Wir sind auf Grund theoretischer Betrachtungen und experi- 
menteller Ergebnisse, welche diese theoretischen Betrachtungen 
stiitzen, zu der Auffassung gekommen, daB eine solche Ent- 
scheidung méglich ist. Sie laBt sich erreichen durch Hemmungs- 
versuche und zwar Versuche tiber die gleichzeitige Hemmung 
der Enzymwirkung durch den zu untersuchenden Stoff und 
Glucose einerseits bzw. Fructose anderseits, wie sie der eine 
von uns am System Saccharase—Salicin schon friiher ausgefiihrt 
hat.') Auf Grund der Verschiedenheit der Hemmung durch 
Glucose bei Ab- bzw. Anwesenheit von Salicin wurde wahr- 
scheinlich gemacht, da8 das besprochene Glucosid an dieselbe 
Affinititsgruppe der Saccharase gebunden wird, wie die freie 
Glucose. 

Unter Zugrundelegung der von Michaelis und Menten 
abgeleiteten Formel 148t sich namlich theoretisch ableiten, in 
welcher Beziehung die meBbaren Reaktionsgeschwindigkeiten 
zueinander stehen bei Durchfihrung von beispielsweise 3 Ver- 
suchen mit den folgenden Zuckerkonzentrationen: 


1. Rohrzucker von der Konzentration 8. 
2. ” ” ” ” S +- 
+ Glucose von der Konzentration G. 
3. Rohrzucker von der Konzentration 8 +- 
+ Glucose von der Konzentration 2 G. 
Wenn wir annehmen, daB die Reaktionsgeschwindigkeiten bei 
den 3 Versuchen »v,, v’ und v” sind und weiter v,/v’ = 1,5 
setzen, so muB v,/v” = 2 werden und also v’/v” = 1,33. Wenn 
also eine gewisse Menge eines hemmenden Stoffes G, von 
vornherein zugegen ist, hat eine neue Menge desselben Stoffes 
oder eine Menge eines anderen Stoffes G,, der an derselben 
Affinititsstelle, wie der erste Stoff an das Enzym gebunden 





1) K. Josephson, Diese Zs. Bd. 149, 8. 71 (1925). 
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wird, eine geringere Wirkung, als wenn der Stoff G, allein 
wirkt. Das gilt aber nicht, wenn der neu hinzugesetzte Stoff 
an einer anderen Affinitaitsstelle an das Enzym gebunden 
wird. Als Beispiel werden unten die Versuchsdaten bei Unter- 
suchung der Hemmung der Saccharasewirkung dugch Glucose 
und Fructose bei Ab- baw. Anwesenheit von Salicin wieder- 
gegeben. . 














Ohne Salicin Mit 0,07 m-Salicin 
Rohrzucker 0,117 m. V_/0" == 1,49 o’/o’’ = 1,28 
Glucose 0,22 m. 
Rohrzucker 0,117m. | v/v’ = 1,45 o' fo” = 1,48 
Fructose 0,22 m. 








Da im Glucoseversuch der Wert von v’/v” bei Gegenwart 
von Salicin kleiner ist als bei Abwesenheit des Glucosids, 
wurde geschlossen, du8 das Glucosid seine Affinitét zu der 
glucosebindenden A ffinitatsgruppe der Saccharase auBert, wahrend 
eine Affinitit zu der fructosebindenden Gruppe des Enzyms 
offenbar nicht vorhanden ist. 

Ganz ahnliche Verhaltnisse wurden nun gefunden bei der 
Untersuchung der Hemmung durch einige andere Stoffe, nimlich 
Galaktose, Zymophosphat und Acetaldehyd. Alle diese Stoffe 
bewirken eine Anderung der Hemmung durch Glucose, wihrend 
eine solche Anderung der durch Fructose erzeugten Hemmung 
nicht konstatiert werden konnte. Wir sind also zu dem 
bemerkenswerten Ergebnis gekommen, da8 der Aldehydzucker 
Galaktose an dieselbe Affinititsgruppe der Saccharase gebunden 
wird wie die Glucose, trotz der Verschiedenheit der beiden 
Zucker hinsichtlich der Atomgruppierungen um das 4. Kohlen- 
stoffatom, sowie hinsichtlich der Lage der Sauerstoffbriicken 
der beiden Zuckerarten.') Die viel geringere Spezifitat der 
glucosebindenden Affinitatsstelle der Saccharase im Verhiltnis 
zu der groBen Spezifitit der fructosebindenden Enzymgruppe 
bestiitigt sich auch beziiglich des Zymophosphats und des 





1) Pryde, Jl. Chem. Soc. Bd. 123, S. 1808 (1928). 


3* 
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Acetaldehyds. Es soll betont werden, daB bisher kein Stoff 
gefunden worden ist, welcher an derselben Atomkombination 
wie die freie in Lésung vorhandene Gleichgewichtsfructose 
gebunden wird. Die Spezifitét der fructosebindenden Affinitits. 
gruppe ist also stark ausgepragt, wabrscheinlich l4Bt sie jedoch 
die Bindung verschiedener Fructoseformen zu.") 


Die hemmende Wirkung des Zymophosphats wurde schon 
friiher von uns gefunden. Der Nachweis, daB das Zymophosphat 
an derselben Affinitatsstelle der Saccharase wie die Glucose, 
nicht aber an der fructosebindenden Atomkombination des 
Enzyms gebunden zu werden scheint, ist von Interesse auch 
dadurch, daB eine Stiitze fiir die mehr glucoseaihnliche als 
fructoseabnliche Konstitution des Hexoserestes dieses in bio- 
chemischer Hinsicht sehr wichtigen Stoffes gegeben worden ist.) 


Die hemmende Wirkung des Acetaldehyds haben wir 
friiher besprochen. Durch Vergleich der hemmenden Wir- 
kungen von Glucose, Acetaldehyd und Gluconsiure wurde 
wahrscheinlich gemacht, daB die Wirkung der Glucose zu 
einem groBen Teil in der Aldehydnatur dieses Zuckers liegt. 
Diese Vermutung bestatigt sich jetzt durch den Befund, dai 
der Acetaldehyd und die Glucose an derselben Affinititsstelle 
des Enzyms gebunden zu werden scheinen. 


Die Verschiedenheit der Hemmungen durch Glucose und 
Fructose bei Abwesenheit bzw. Anwesenheit eines an die 
glucosebindende Affinititsgruppe der Saccharase gebundenen 
Stoffes geht deutlich aus den Figuren 1—3 hervor. 





1) Das verschiedene Verhalten der verschiedenen Methylfructoside 
gegentiber der Saccharase steht nicht in Widerspruch hierzu [vygl. 
H. H. Schlubach u. G. Rauchalles, Chem. Ber. Bd. 58, 8. 1842 (1925)]. 
So wurde gefunden, daB die §-Glucosidase des Emulsins Affinitaét zu 
sowohl «a-Glucose wie 6-Glucose besitzen kann, ohne eine Spaltbarkeit 
fiir o-Glucoside zu besitzen [K. Josephson, Diese Zs. Bd. 147, S. 1 
und zwar 8S. 101 (1925)}. 

*) Falls sich die Angaben von V. Harding [Proc. Roy. Soc. Bd. 85, 
S. 418 (1912)] tiber die Spaltbarkeit des Zymophosphates durch Emulsin 
(8-Glucosidase?) bestiitigen, lassen sie sich vielleicht zu ahnlichen Schlub- 
folgerungen verwerten. 
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Fig. 2. Hemmung der Saccharasewirkuug durch Glucose und Fructose bei Anwesenheit 
von Zymophosphat, 


Versuchen die Hemmung der Saccharasewirkung durch ein 
Amin. Einige unserer Ergebnisse fiihren vielleicht zur Auf- 
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klarung einiger alterer Angaben iiber Hemmungen und Akti- 
vierungen der enzymatischen Rohrzuckerinversion bei Zusatz 
von Zuckern. Die Untersuchung des Einflusses von Glucose 
und Fructose auf die enzymatische Rohrzuckerspaltung bei 
teilweiser Inaktivierung durch m-Chloranilin hat gezeigt, daf 
bei den unter der Ausfiihrung der Inversionsversuche  vor- 
handenen Bedingungen Zuckerarten mit Aminen reagieren 
kénnen, und zwar haben Aldehydzucker eine gréBere 
Reaktionsfahigkeit als Fructose. Deshalb erhalt man 
bei Zusatz von beispielsweise Glucose zu einer Reaktions- 
mischung enthaltend Saccharase, Rohrzucker und m-Chloranilin 
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Fig. 8. Hemmung der Saccharasewirkung durch Glucose und Fructose bei gleichzeitiger 
Hemmung durch Acetaldehyd (0,3 m.). 


unter gewissen Umstinden Aktivierungen, indem die Glucose 
sich mit einem Teil des Anilins verbindet und diesen Teil der 
Kinwirkung auf das Enzym entzieht.4) Je nach der Zucker- 
konzentration findet man dabei Aktivierung oder Hemmung 
durch den Zucker, und zwar Aktivierung, wenn die Vereinigung 
des Zuckers mit dem Amin in so groBem Betrag eintritt, daB 
die dabei eintretende Reaktivierung gréBer ist als die Hemmung 
durch den Zucker; wenn der hemmende EinfluB des Zuckers 
gleich groB oder kleiner ist als die Reaktivierung, findet man 
keine Wirkung oder nur eine geschwachte Wirkung des Zuckers. 





1) Sieche auch Euler und Josephson, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. 
Kemi Bd. 9, Nr. 25, (1925). 
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In dieser Weise lassen sich vielleicht solche Aktivierungserschei- 
nungen erkliren, wie die von J. M. Nelson und C.T.Scottery’) 
bei der Saccharase aus Honig bei Zusatz geringer Mengen von 
Zuckern zu der Inversionsmischung gefundenen; man kann 
namlich annehmen, da8 dabei hemmende Stoffe ausgeschaltet 
wurden, welche eventuell mit dem Enzymmaterial in die Ver- 
suchslisungen eingefihrt waren. In gewissen Fallen kénnen 
natiirlich bei Anwendung von nicht oder nur wenig gereinigtem 
Enzymmaterial stirkere Reaktivierungen mit Fructose als mit 
Glucose gefunden werden.”) Wir halten es fir nicht unméglich, 
daB solche Hemmungsstoffe in dem Enzymmaterial aus Asper- 
gillus oryzae, welches Kuhn‘) bei seiner Untersuchung des 
Hemmungsvermégens der Fructose und Glucose angewandt 
hat, die Versuchsresultate beeinfluBt haben kénnen. Die Ahn- 
lichkeit der Saccharasen aus Hefe und Aspergillus oryzae 
(Taka-Saccharase), auf deren eventuelle Méglichkeit schon friiher 
hingewiesen wurde‘), ist ja nunmehr durch die Arbeit von 
H. H. Schlubach und G. Rauchalles®) bewiesen worden: 
Die Spaltbarkeit des @-h-Methylfructosids durch sowohl Hefe- 
Saccharase wie Taka-Saccharase zeigt, daB die beiden dabei 
wirkenden Enzyme nicht absolut artspezifisch im Sinne von 
R. Kuhn sind. Der negative Befund von Kuhn iber die 
Hemmung der Taka-Saccharasewirkung durch Fructose kénnte 
vielleicht durch eine solche Reaktivierungserscheinung seine Er- 





) Nelson und Scottery, Journ. Biol. Chem. Bd. 62, S. 139 (1924). 

*) Man vergleiche die Ergebnisse von C. Neuberg uud M. Kobel 
[Biochem. Zs. Bd. 162, S. 496 (1925)] tiber die verschiedene Reaktions- 
fahigkeit der Glucose und Fructose mit Alanin. Zu diesen Versuchen 
wollen wir auch an dieser Stelle bemerken, daB die Reaktionsfihigkeit 
eines Zuckers mit einem Amin in wesentlichem Grade von der Aciditit 
abhiingen kann. So haben wir gefunden, da8 eine Glucoselésung mit 
einer Glykokollésung vermischt eine zeitlich verfolgbare Drehungs- 
inderung zeigt. Die Enddrehung der Glucose-Glykokollésung hingt in 
hohem MaBe von der Aciditét ab, und zwar geht die Reaktion weiter, 
je mehr man sich von dem isoelektrischen Punkt der Aminosiure nach 
der alkalischen Seite entfernt. 

*) Kuhn, Diese Zs. Bd. 129, S. 57 (1925). 

*) K. Josephson, Diese Zs. Bd. 149, S. 71 und zwar S. 92 (1925). 
5) Schlubach und Rauchalles, Chem. Ber. Bd. 58, 8. 1842 (1925). 
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klarung einiger alterer Angaben tiber Hemmungen und Akti- 
vierungen der enzymatischen Rohrzuckerinversion bei Zusatz 
von Zuckern. Die Untersuchung des Einflusses von Glucose 
und Fructose auf die enzymatische Rohrzuckerspaltung bei 
teilweiser Inaktivierung durch m-Chloranilin hat gezeigt, daB 
bei den unter der Ausfiihrung der Inversionsversuche vor- 
handenen Bedingungen Zuckerarten mit Aminen reagieren 
kénnen, und zwar haben Aldehydzucker eine gré8Bere 
Reaktionsfahigkeit als Fructose. Deshalb erhailt man 
bei Zusatz von beispielsweise Glucose zu einer Reaktions- 
mischung enthaltend Saccharase, Rohrzucker und m-Chloranilin 
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Fig. 8. Hemmung der Saccharasewirkung durch Glucose und Fructose bei gleichzeitiger 
Hemmung durch Acetaldehyd (0,3 m.). 


unter gewissen Umstanden Aktivierungen, indem die Glucose 
sich mit einem Teil des Anilins verbindet und diesen Teil der 
Kinwirkung auf das Enzym entzieht.4) Je nach der Zucker- 
konzentration findet man dabei Aktivierung oder Hemmung 
durch den Zucker, und zwar Aktivierung, wenn die Vereinigung 
des Zuckers mit dem Amin in so groBem Betrag eintritt, daB 
die dabei eintretende Reaktivierung gréBer ist als die Hemmung 
durch den Zucker; wenn der hemmende EinfluB des Zuckers 
gleich gro8 oder kleiner ist als die Reaktivierung, findet man 
keine Wirkung oder nur eine geschwaichte Wirkung des Zuckers. 





1) Siehe auch Euler und Josephson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. 
Kemi Bd. 9, Nr. 25 (1925). 
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In dieser Weise lassen sich vielleicht solche Aktivierungserschei- 
nungen erkliren, wie die von J.M. Nelson und C.T.Scottery’) 
bei der Saccharase aus Honig bei Zusatz geringer Mengen von 
Zuckern zu der Inversionsmischung gefundenen; man kann 
namlich annehmen, daB dabei hemmende Stoffe ausgeschaltet 
wurden, welche eventuell mit dem Enzymmaterial in die Ver- 
suchslésungen eingefiihrt waren. In gewissen Fallen kénnen 
natirlich bei Anwendung von nicht oder nur wenig gereinigtem 
Enzymmaterial stirkere Reaktivierungen mit Fructose als mit 
Glucose gefunden werden.?) Wir halten es fir nicht unméglich, 
daB solche Hemmungsstoffe in dem Enzymmaterial aus Asper- 
gillus oryzae, welches Kuhn®) bei seiner Untersuchung des 
Hemmungsvermégens der Fructose und Glucose angewandt 
hat, die Versuchsresultate beeinfluBt haben kénnen. Die Ahn- 
lichkeit der Saccharasen aus Hefe und Aspergillus oryzae 
(Taka-Saccharase), auf deren eventuelle Méglichkeit schon friher 
hingewiesen wurde‘), ist ja nunmehr durch die Arbeit von 
H. H. Schlubach und G. Rauchalles®) bewiesen worden: 
Die Spaltbarkeit des #-h-Methylfructosids durch sowohl Hefe- 
Saccharase wie Taka-Saccharase zeigt, daB die beiden dabei 
wirkenden Enzyme nicht absolut artspezifisch im Sinne von 
R. Kuhn sind. Der negative Befund von Kuhn iber die 
Hemmung der Taka-Saccharasewirkung durch Fructose kénnte 
vielleicht durch eine solche Reaktivierungserscheinung seine Er- 





1) Nelson und Scottery, Journ. Biol. Chem. Bd. 62, S. 139 (1924). 

*) Man vergleiche die Ergebnisse von C. Neuberg uud M. Kobel 
[Biochem. Zs. Bd. 162, S. 496 (1925)] tiber die verschiedene Reaktions. 
fahigkeit der Glucose und Fructose mit Alanin. Zu diesen Versuchen 
wollen wir auch an dieser Stelle bemerken, daB die Reaktionsfihigkeit 
eines Zuckers mit einem Amin in wesentlichem Grade von der Aciditit 
abhingen kann. So haben wir gefunden, da8 eine Glucoselésung mit 
einer Glykokollésung vermischt eine zeitlich verfolgbare Drehungs- 
anderung zeigt. Die Enddrehung der Glucose-Glykokollésung hingt in 
hohem MaB8e von der Aciditét ab, und zwar geht die Reaktion weiter, 
je mehr man sich von dem isoelektrischen Punkt der Aminosiiure nach 
der alkalischen Seite entfernt. 

8) Kuhn, Diese Zs. Bd. 129, S. 57 (1925). 

4) K. Josephson, Diese Zs. Bd. 149, S. 71 und zwar S. 92 (1925). 

5) Schlubach und Rauchalles, Chem. Ber. Bd. 58, 8. 1842 (1925). 
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klarung finden. Ganz ahnliche SchluBfolgerungen kénnen viel- 
leicht auch beziiglich anderer experimenteller Untersuchungen 
iiber Hemmungserscheinungen mit ungereinigtem Enzymmaterial, 
wie z. B. beziiglich der Untersuchungen von H.E. und E.F. Arm- 
strong’) tiber Mandellactase und Kefirlactase gezogen werden.’) 

Auch bei der von Shermann und seinen Mitarbeitern?) be- 
obachteten Schutzwirkung der Aminosauren bei der Inaktivierung 
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Fig. 4. Reaktivierung durch Glucose (0,22 m.; 15 Std.) und Maltose (0,11 m.) bei teilweiser 
Inaktivierung durch m-Chloranilin, 


der Amylasen ist zu beriicksichtigen, da8 die Aminosduren die 
Spaltprodukte der enzymatischen Reaktion binden kénnen. 

Unsere Versuche iiber die Reaktivierung einer amin- 
vergifteten Saccharase beziehen sich auf Glucose, Galaktose 
und Maltose. Aus der Fig. 4 sind die Aktivierungen bei zwei 
Versuchen mit Glucose und Maltose zu ersehen. 


Experimenteller Teil, 


Als Enzymmaterial diente ein durch die Adsorptions- 
methoden gereinigtes Priparat mit Jf = 159. Bei samtlichen 
im folgenden beschriebenen Versuchen wurde die gleiche 





*) H. E. Armstrong, E. F. Armstrong u. E. Horton, Proc. Roy. 
Soe. B Bd. 80, S. 821 (1908). 

*) Siche Shermann, Caldwell und Naylor, Jl. Am. Chem. Soc. 
Bd. 47, S. 1702 (1925). : 
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Enzymmenge angewandt, nimlich 0,0644 mg in jeder Versuchs- 
mischung von 50 ccm Totalvolumen. Die optimale Aciditat 
wurde durch KH,PO, (0,06n.) eingestellt. Die Versuchstempe- 
ratur betrug 30,0°+0,1°. Die Polarisation geschah erst 
nach Kinpipettieren der einzelnen Proben in 5°/,ige Soda- 
lésung. Die Polarisationstemperatur betrug 20—21°. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch Glucose und Fructose. 

In den folgenden Tabellen sind die Versuche iiber die 
Hemmung der Saccharasewirkung durch Glucose und Fructose 
teils bei Anwesenheit von nur einer einzigen Zuckerart (Tab. 1), 
teils bei Anwesenheit von beiden dieser Zuckerarten (Tab. 2 
und 3), wiedergegeben. | 














Tabelle 1. 
Hemmung der Saccharasewirkung durch Glucose und Fructose. 
= 
a 4.4% 
Zuckerkonzentration Min. | Drehung 3 8 Es ie 
a 
kale 3 
a0 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (2,65) — 100 
0,5 2,62 aoe 
10 2,10 | 0,55 
15 1,85 0,80 
20 1,61 1,04 
Rohrzucker 0,117 m, 0 (4,70) _ 15 
Gleichgewichtsglucose 0,22 m. 0,5 4,68 — 
10 4,30 | 0,40 
15 4,07 0,68 
20 3,86 | 0,84 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (—1,12) — 10 
Gleichgewichtsfructose 0,22 m. 0,5 | —1,14 —_— 
10 —1,51 | 0,89 
15 —1,70 | 0,58 
20 —1,87 | 0,75 














Die Hemmung durch Fructose war also etwas gréBer als 
die Hemmung durch Glucose. Die Hemmung war von der- 
selben GréBenordnung wie bei den von uns frither untersuchten 
Praparaten aus Stockholmer’) oder Miinchener?) Hefe. 


1) Diese Zs. Bd. 182, 8. 801 (1928/24). 
2) Diese Zs. Bd. 148, 8. 71 (1924) und zwar S. 93. 
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Tabelle 2. 
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Hemmung der Saccharasewirkung durch Glucose und Fructose 
bei gleichzeitiger Hemmung durch Glucose. 






































H 80 
Beis 
: : g 5B Jo Bom $2 
Zuckerkonzentration Min. | Drehung| 2 5 |. ae ‘s 
£2 |e*3 
wa 
AQ? Pe e 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,75) — 100 
Gleichgewichtsglucose 0,22 m. 0,5 4,78 _ 
10 4,84 0,41 
15 4,18 0,62 
20 8,92 0,83 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (6,82) — 84 
Gleichgewichtsglucose 0,44 m. 0,5 6,80 aaa 
10 6,48 0,34 
15 6,31 0,51 
20 6,11 0,71 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (1,05) — 62 
Gleichgewichtsglucose 0,22 m. 0,5 1,04 — 
Gleichgewichtsfructose 0,22 m. 10 0,80 0,25 
15 0,66 0,39 
20 0,58 0,52 
Tabelle 3. 
Hemmung der Saccharasewirkung durch Glucose und Fructose 
bei gleichzeitiger Hemmung durch Fructose. 
+ 0 
Hw |4 is 
q = © 2 on + 
Zuckerkonzentration Min. | Drehung] & 3 |= q E'S 
2 % 2a5™ 
"> mm 
| a 1 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (—1,15) a 100 
Gleichgewichtsfructose 0,22 m. 0,5 —1,17 — 
10 —1,54 | 0,89 
15 1,72 | 0,57 
20 —1,87 | 0,72 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (+ 1,04) oa 70 
Gleichgewichtsfructose 0,22 m. 0,5 + 1,03 — 
Gleichgewichtsglucose 0,22 m. 10 +0,78 0,26 
15 +0,64 | 0,40 
20 +0,51 | 0,53 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (—4,77) na 12 
Gleichgewichtsfructose 0,44 m. 0,5 | —4,78 — 
10 | —5,04 | 0,27 
15 —5,18 | 0,41 
20 —5,30 | 0,58 
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Bei den in der Tab. 2 wiedergegebenen Versuchen war also 
bei simtlichen Versuchen 0,22 m-Glucose anwesend. Bei Zu- 
satz von nochmals 0,22 m-Glucose war die Herabsetzung der 
Reaktionsgeschwindigkeit nicht so stark wie beim vorigen Ver- 
such (Tab. 1). Der Zusatz von Fructose bewirkte aber jetzt 
eine Herabsetzung der Reaktionsgeschwindigkeit, welche sogar 
etwas gréBer war als die entsprechende Hemmung durch 
Fructose in Abwesenheit von Glucose. 

Umgekehrt liegen die Verhiltnisse, wenn bei samtlichen 
Versuchen Fructose anstatt Glucose in dem Reaktionsgemisch 
zugegen war. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch Galaktose bei gleich- 
zeitiger Hemmung durch Glucose bzw. Fructose. 


Von Interesse war, zu untersuchen, ob andere hemmende 
Zuckerarten an die glucosebindende oder die fructosebindende 
Atomkombination der Saccharase gebunden werden. Von den 
reaktionshemmenden Aldehydzuckerarten haben wir zuerst die 
Galaktose gewihlt, da die Hemmung durch diese Zuckerart 


Tabelle 4. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch Galaktose bei gleichzeitiger 
Hemmung durch Glacons und Fructose. 


























ols 
oe i432 
Zuckerkonzentration Min. | Drehung E 5 A E 'g 
oc 3} 
as |g & 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,80) site 100 
Gleichgewichtsgalaktose 0,11 m. 05 | 428 | — 
15 8,85 | 0,45 
22 3,64 0,66 
30 8,43 0,87 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (6,28) | — 85 
Gleichgewichtsgalaktose 0,11 m. 0,5 6,27 
Gleichgewichtsglucose 0,22 m. 15 5,91 0,37 
22 5,71 0,57 
30 5,58 | 0,75 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (0,71) _ 69 
Gleichgewichts tose 0,11 m. 0,5 0,70 oo 
Gleichgewichtsfructose 0,22 m, 15 0,40 0,31 
22 0,26 0,45 
0,11 
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besonders stark ist, sogar erheblich gréBer als die durch Glu- 
cose oder Fructose. Die Versuchsdaten tiber die gleichzeitige 
Hemmung der Saccharasewirkung durch Galaktose + Glucose 
einerseits und Galactose + Fructose andererseits sind in der 
Tab. 4 zusammengestellt. Die Konzentration der Galaktose 
betrug bei den drei Versuchen 2°/,. 

Der Zusatz der Galaktose zum Reaktionsgemisch bewirkt 
eine Verminderung der Hemmung durch Glucose, wiahrend 
eine solche Verminderung der Hemmung durch Fructose nicht 
konstatiert werden konnte. Die Galaktose scheint also von 
derselben Atomkombination der Saccharase wie die Glucose 
gebunden zu werden. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch Na-Zymophosphat 
unter gleichzeitiger Hemmung mit Glucose bzw. Fructose. 


Kin Beitrag 
zur Kenntnis der Konstitution des Na-Zymophosphates. 


Das Priparat des Na-Zymophosphates (hexosediphosphor- 
saures Natrium) war durch Umsetzen von Ba-Zymophosphat 
mit Natriumsulfat hergestellt. Die zur Anwendung gekommene 
0,5 molare Lésung des Na-Salzes wurde durch Zusatz von 
Essigsiure schwach angesiuert (p, = etwa 5) Die Kon- 
zentration des Na-Zymophosphates war bei den Hemmungs- 
versuchen rund 0,12molar. In Bestitigung unseres friheren 
Ergebnisses wurde eine starke Hemmung der Saccharase- 
wirkung durch das Zymophosphat beobachtet. Die Versuche, 
welche in der Tab. 4 zusammengestellt sind, zeigen nun, dab 
die Hemmung der Rohrzuckerspaltung durch Glucose bei 
gleichzeitiger Hemmung durch Na-Zymophosphat kleiner ist 
als die Hemmung ohne Anwesenheit des Zymophosphates, 
wihrend die Verhialtnisse beztiglich der Fructosehemmung 
umgekehrt liegen. Man diirfte aus diesen Versuchen eine 
aihnliche SchiuBfolgerung wie beziiglich der Bindung von Glu- 
cose und Fructose an die Saccharase ziehen kénnen, namlich, 
daB die ,,Fructose-diphosphorsiure“ von der glucosebindenden 
Atomkombination der Saccharase, nicht aber von der fructose- 
bindenden Atomkombination des Enzyms gebunden wird. 
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Tabelle 5. 


‘Hemmung der Saccharasewirkung durch Na-Zymophosphat bei gleich- 
zeitiger Hemmung durch Glucose und Fructose. 


























av [2.2 
2 2 © 2 Bw 
Zuckerkonzentration Min. | Drehung | = hs Eo 
| 23 |aés™ 
7 nS 18 & 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (2,72) a 100 
Na-Zymophosphat 0,12 m. 0,5 2,70 —_ 
15 2,20 0,52 
22 1,98 | 0,74 
30 1,76 | 0,96 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,79) — 84 
Na-Zymophosphat 0,12 m. 0,5 4,77 — 
Glucose 0,22 m. 15 4,36 0,43 
22 4,14 0,65 
30 8,95 0,84 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (—1,00) — 67 
Na-Zymophosphat 0,12 m. 0,5 | —1,01 _ 
Fructose 0,22 m. 15 — 1,35 0,35 
22 —1,49 0,49 
30 —1,65 0,65 


Die veresterte Hexose diirfte also nach diesen Versuchen 
eine solche Konstitution haben, daB die Bindung derselben an 
der spezifisch fructosebindenden Atomkombination der Saccharase 
nicht eintreten kann. Es scheint uns dieses Ergebnis fir eine 
mehr glucoseahnliche als fructoseihnliche Konstitution des be- 
sprochenen biologisch sehr wichtigen Stoffes zu sprechen. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch Aldehyde bei gleich- 
zeitiger Hemmung mit Glucose bzw. Fructose, 


Die Versuche iiber Hemmung der enzymatischen Rohr- 
zuckerhydrolyse bei Zusatz von Aldehyden betreffen die Hem- 
mung durch Formaldehyd bzw. Acetaldehyd und die gleich- 
zeitige Hemmung durch Glucose bzw. Fructose. Bei der teil- 
weisen Vergiftung der Saccharase durch Formaldehyd"), welche 
auch bei Anwendung ziemlich groBer Mengen des Aldehyds 
recht gering ist, wurde keine wesentliche Beeinflussung der 
Hemmung durch Glucose beobachtet. Beziiglich der Hemmung 


1) Vgl. Euler u. Svanberg, Fermentforschung Bd. 4, S. 29 (1920); 
Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 125, S. 297 (1928), 
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durch Fructose wurde zwar eine geringe Anderung der Hemmung 
wahrgenommen; die Verschiedenheiten der Hemmungen bei 
Anwesenheit bzw. Abwesenheit des Formaldehyds sind aber 
gering und da die Wirkung des Formaldehyds, wie erwahnt, 
auch bei ziemlich hohen Aldehydkonzentrationen schwach ist, 
wollen wir nur die Versuchsdaten bei einem Versuch mit 
0,4n-Formaldehyd im Reaktionsgemisch mitteilen. 


Tabelle 6. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch Glucose und Fructose 
bei gleichzeitiger Hemmung durch Formaldehyd. 





























ee 
Zucker- und Aldehyd- a 5 - a8 * 
s Min. | Drehung] © 5 |2 26S 
konzentration 2s |eag~ 
> @ 
- eS la & 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (2,69) oo 100 
Formaldehyd 0,4 m. 0,5 2,67 a 
10 2,28 | 0,41 
15 2,07 0,62 
20 1,88 0,81 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,74) -— 17 
Formaldehyd 0,4 m. 0,5 4,72 _ 
Gleichgewichtsglucose 0,22 m. 10 4,42 0,32 
15 4,28 0,46 
20 4,11 | 068 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (— 1,05) — 15 
Formaldehyd 0,4 m. 0.5 | —1,07 a 
Gleichgewichtsfructose 0,22 m. 10 — 1,87 0,32 
15 —1,51 0,46 
20 — 1,62 0,57 


Da Formaldehyd ja hinsichtlich seiner Kigenschaften nicht 
unwesentlich yon den typischen Aldehyden abweicht, kénnen bei 
dem Zusammentreten desselben mit der Saccharase Reaktionen 
mit der einen oder anderen Gruppe des Enzyms eintreten, 
welche bei anderen typischen Aldehyden aber nicht eintreten. 
Die Hemmung durch ein typisches Aldehyd wurde an Acet- 
aldehyd untersucht. Eine Hemmung der Rohrzuckerspaltung 
durch Acetaldehyd haben wir schon frither konstatiert.') Die 
neuen Versuche iiber die gleichzeitige Hemmung durch die 
Spaltprodukte des Rohrzuckers finden sich in den Tab. 7—9. 





1) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 182, 8. 301 (1924). 
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Tabelle 7. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch Glucose und Fructose 


bei gleichzeitiger Hemmung durch 0,1 m-Acetaldehyd. 


























wig 2 
Zucker- und Aldehyd- . 2 & dh 
: 4 Min. | Drehung = E £ bog 2 
konzentration 33 [esa 
a= | é 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (2,61) oe 100 
Acetaldehyd 0,1 m. 0,5 2,59 — 
10 2,17 0,44 
15 1,95 0,66 
20 1,75 | 0,86 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,70) — 85 
Acetaldehyd 0,1 m. 0,5 4,68 
Gleichgewichtsglucose 0,22 m. 10 4,33 0,37 
15 4,14 0,56 
20 3,97 | 0,78 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (—1,17) — 70 
Acetaldehyd 0,1 m. 0,5 | —1,19 — 
Gleichgewichtsfructose 0,22 m. 10 —1,48 0,31 
15 —1,64 0,47 
20 3,41 0,60 
Tabelle 8. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch Glucose und Fructose 
bei gleichzeitiger Hemmung durch 0,2 m-Acetaldehyd. 


























&N =| 1 
Zucker- und hyd- si Ga 
ucker- un aang yd Min, | Drehung | & F g : aes 
konzentration e3 [gaa 
a4 |g é 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (2,66) — 100 
Acetaldehyd 0,2 m. 0,5 2,64 — 
10 2,28 | 0,88 
15 2,09 0,57 
20 1,90 0,76 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,71) — 86 
Acetaldehyd 0,2 my 0,5 4,69 —_ 
Gleichgewichtsglucose 0,22 m. 10 4,38 0,33 
15 4,22 | 0,49 
20 4,06 0,65 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (— 1,07) _ 70 
Acetaldehyd 0,2 m. 0,5 | —1,08 _ 
Gleichgewichtsfructose 0,22 m. 10 —1,34 0,27 
15 —1,47 | 0,40 
20 — 1,60 0.53 
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Tabelle 9. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch Glucose und Fructose 
bei gleichzeitiger Hemmung durch 0,3 m-Acetaldehyd. 


























ola 2 
Zucker- und Aldehyd- _ ae e E © % iE 2 
konzentration vs re eS ie eee 
BS qa | S60 
a4 lat 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (2,62) | — 100 
Acetaldehyd 0,3 m. 0,5 2,60 — 
10 2,29 0,83 
15 2,12 0,50 
20 1,95 0,67 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,68) —_ 87 
Acetaldehyd 0,3 m. 0,5 4,67 — 
Gleichgewichtsglucose 0,22 m. 10 4,40 0,28 
15 4,25 0,43 
20 4,09 0,59 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (— 1,09) — 68 
Acetaldehyd 0,3 m. 0,5 | —1,08 — 
‘Gleichgewichtsfructose 0,22 m. 10 — 1,32 0,23 
15 —1,48 0,84 
20 —1,51 0,42 


Hemmung der Saccharasewirkung durch Amine bei gleich- 
zeitiger Hemmung durch Glucose und Fructose. — 


Uber eine Reaktion zwischen Aldehydzuckern 
und Aminen. 


Die im vorigen beschriebenen Hemmungen haben sich als 
abhangig von der Rohrzuckerkonzentration erwiesen. Die Er- 
klarung ist wohl darin zu suchen, da8 die hemmende Substanz 
mit dem Substrat um das Enzym konkurriert. Im folgenden 
werden nun einige Versuche beschrieben, welche eine Hemmung, 
die von der Substratkonzentration unabhingig ist, betreffen also 
eine Hemmung, welche durch Anderung der Zerfallsgeschwindig- 
keit des Enzym-Substrates erklirt werden kann. Die Versuche 
beziehen sich auf die teilweise Inaktivierung der Saccharase 
durch ein aromatisches Amin, und zwar m-Chloranilin, sowie die 
Hemmung der Saccharasewirkung durch Glucose und Fructose 
bei gleichzeitiger teilweiser Inaktivierung durch m-Chloranilin. 
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Wir haben m-Chloranilin als hemmende Substanz gewahlt, da die 
Hemmung der Saccharasewirkung durch dieses Amin innerhalb 
der optimalen Zone der Saccharasewirkung sich als nahezu 
unabhingig von der Aciditat erwiesen hat'), was bei den meisten 
anderen bis jetzt untersuchten Aminen nicht zutrifft, 

Zuerst wird in der folgenden Tabelle ein Versuch mit- 
geteilt, welcher die GréBe der Hemmung durch m-Chloranilin 
zeigt. 

Tabelle 10. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch m-Chloranilin 
(optimale Aciditit). 














ae Relative An- 
Zucker- und ,,Gift‘‘- rehungs- 
# Min. | Drehung | | e fangs : 
konzentration inderung | geschwindig- 
keit 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (2,65) ~~ 100 
0,5 | 2,62 ~~ 
10 2,10 0,55 
15 1,85 0,80 
20 1,61 1,04 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (2,64) — 40 
m-Chloranilin 0,004 m. 0,5 2,63 — : 
20 2,20 0,44 
30 1,99 0,65 
40 1,77 0,87 














Durch den Gehalt des Reaktionsgemisches von 0,004 m- 
Chloranilin war also die Reaktionsgeschwindigkeit auf 40°/, 


herabgesetzt. Bei den in den Tab. 11—14 wiedergegebenen 


Versuchen war auch die Konzentration des m-Chloranilins 
0,004 m. 4 

‘In der Tab. 11 finden sich 2 Versuche iiber den Ein- 
fluB von Glucose und Fructose auf die Rohrzuckerspaltung 
bei Inaktivierung durch das besprochene Amin. Aus den 
Zahlen der relativen Anfangsgeschwindigkeiten, welche in der 
letzten Spalte der Tabelle angegeben sind, sehen wir, daB in 





1) Nach unverdffentlichten Versuchen von K. Myrbiack, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLII. 4 
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diesem Falle die Reaktionsgeschwindigkeit im Glucoseversuch 
sogar etwas gréBer als im Versuch ohne Zusatz von Glucose 
oder Fructose war. Bei dem Fructoseversuch war aber noch 
eine Hemmung vorhanden, welche nur unbedeutend schwicher 
war, als in Abwesenheit von m-Chloranilin. 


Tabelle 11. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch m-Chloranilin bei Zusatz von 
Glucose bzw. Fructose zum Reaktionsgemisch. 





























weld is 
Zucker- und m-Chloranilin- ae ae G6 |oBfs 
in. re aa *o 
konzentration mas ° 3 5 3 i } 
Soares a none 4 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (2,64) a 100 
m-Chloranilin 0,004 m. 0,5 2,63 — 
15 2,82 | 0,82 
22 2,17 0,48 
80 2,00 | 0,64 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,71) oo 105 
m-Chloranilin 0,004 m. 0,5 4,70 _~ 
Gleichgewichtsglucose 0,22 m. 15 4,39 0,32 
22 4,22 | 0,49 
80 4,08 0,67 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (— 1,04) _ 15 
m-Chloranilin 0,004 m. 0,5 — 1,05 ~~ 
Gleichgewichtsfructose 0,22 m. 15 — 1,28 0,24 
22 —1,40 0,36 
80 —1,52 0,48 


Um die Verhaltnisse bei Zusatz von Glucose zum Reak- 
tionsgemisch naher zu untersuchen, wurden noch zwei Ver- 
suche angestellt, wobei in dem einen Versuch die Glucose- 
konzentration vermindert war, wihrend sie im zweiten Versuch 
noch griéBer als im obigen Versuch gewahlt wurde. Die Ver- 
suchsdaten finden sich in der Tab. 12. 

Auch bei diesen Versuchen war der EHinflu8 der Glucose 
gering. Mit groBer Wahrscheinlichkeit liegen die Verhiltnisse 
anders als bei den vorher besprochenen Hemmungen durch 
Aldehyde und bei ihrer Beeinflussung durch Glucose. Auch wire 
eine Erklirung fiir die geringe Aktivierung der m-chloranilin- 
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Tabelle 12. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch m-Chloranilin bei Zusatz | 
von Glucose zum Reaktionsgemisch. 
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é U ao 
Zucker- und m-Chloranilin- : 2 5 “ i. 
: Min. | Drehung| © 5 |= oO 
konzentration > E 3 a3" 
: ope Ia oe 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (2,66) — 100 
m-Chloranilin 0,004 m. 0,5 2,65 _ 
20 2,22 0,44 
30 2,00 0,66 
40 1,79 0,87 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (3,78) — 104 
m-Chloranilin 0,004 m. 0,5 8,72 - 
Gleichgewichtsglucose 0,11 m. 20 8,29 0,44 
30 3,04 0,69 
40 2,88 0,90 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (6,91) a 95 
m-Chloranilin 0,004 m. 0,5 6,90 — 
Gleichgewichtsglucose 0,44 m. 20 6,53 0,38 
30 6,28 0,63 
40 6,07 0,84 


inaktivierten Saccharase durch Glucose in dieser Weise schwer 
zu finden. Als einzige Méglichkeit scheint also die zuriick- 
zubleiben, namlich, daB die Glucose sich mit emem Teil des 
Inaktivators (m-Chloranilin) vereinigt und diesen Teil dem 
Enzym entzieht. Wahrend also im Falle der Hemmung durch 
Aldehyd—Glucose der Aldehyd und die Glucose um das Enzym 
konkurrierten, miissen wir jetzt annehmen, da8 sich das m-Chlor- 
anilin zwischen Enzym und Glucose verteilt. Durch die teil- 
weise Vereinigung der beiden Hemmungskérper entsteht also 
ein Komplex, welcher ein kleineres Hemmungsvermégen besitzt 
als die Komponenten desselben. Die reaktivierende Wirkung 
der Glucose ist also in aShnlicher Weise wie die von Euler 
und Svanberg') gefundene Wiederaktivierung der Anilin- 
vergiftung durch Zusatz von Aldehyden oder Ketonen wie Benz- 
aldehyd oder Aceton zu verstehen. Von erheblichem Interesse 





1) Fermentforschung, Bd. 4, 8. 29 und zwar S. 40 ff. (1921). 
. as 
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scheint uns der Befund zu sein, daB die Glucose (in Shn- 
licher Weise wie Aldehyde), unter Bildung einer Schiffschen 
Base, mit Aminen unter den vorliegenden Bedingungen rea- 
giert und zwar in starkerem MaBe als der Ketozucker 
Fructose. Die Verschiedenheit zwischen der Glucose und 
der Fructose ist ahnlich der zwischen echten Aldehyden und 
Ketonen bestehenden Verschiedenheit beziiglich Reaktions- 
vermégen mit Aminen unter Bildung von Schiffschen Basen.’) 


Tabelle 13. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch m-Chloranilin bei Zusatz von 
Glucose. Einflu8 der Zeit auf die Reaktion der Glucose mit dem Amin. 





























+ 
Bela iz 
Zucker- und m-Chloranilin- I 5 © Baw 
: Min. | Drehung| —& § | 5 2 E'S 
konzentration as | Eads 
Ae |e 3 
aD 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (2,64) oo 100 
m-Chloranilin 0,004 m. 0,5 2,63 — 
15 2,32 0,32 
22 2,17 0,47 
30 2,00 0,64 
Rohbrzucker 0,117 m. 0 (4,65) _ 120 
m-Chloranilin 0,004 m. 0,5 4,64 - 
Gleichgewichtsglucose 0,22 m. 15 4,27 0,88 
(15 Stunden) 22 4,07 0,58 
80 3,88 0,77 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,65) _ 105 
m-Chloranilin 0,004 m. 0,5 4,64 _ 
Gleichgewichtsglucose 0,22 m. 15 4,82 0,33 
(10 Minuten) 22 4,15 0,50 
30 3,97 0,68 


Durch Studium der Drehungsinderung einer Glucoselisung 
beim Vermischen mit einer Aminlésung haben wir gefunden, 
daB die Reaktion des Zuckers mit dem Amin zeitlich meBbar 
ist. Wir kommen hierauf in anderem Zusammenhang zurick; 
in der Tab. 13 findet sich aber ein Versuch, welcher zeigt, 





*) Das Verhalten einiger echten Aldehyde und Ketone in der vor- 
liegenden Hinsicht hat K.Myrbick untersucht und er wird hieriiber 
demniichst berichten. | 
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daB die Reaktivierung der durch Amin inaktivierten Saccha- 
rase durch Glucose sich auch mit der Zeit indert, indem die 
Reaktivierung gréBer gefunden wurde, wenn die Glucoselésung 
und die m-Chloranilinlésung eine lingere Zeit vor der Priifung 
der Inversionsgeschwindigkeit gemischt worden waren, als wenn 
die Mischung der Glucoselésung und der Aminlésung unmittelbar 
vor dem Beginn der Inversionsbestimmung vorgenommen wurde. 
Die beiden Versuche wurden in derselben Weise angestellt, 
nur wurde beim ersten Versuch die Aminlésung 15 Stunden 
vor Beginn des Inversionsversuches zur Glucoselésung hinzu- 
gesetzt, wihrend beim zweiten Versuch diese Mischung 10 Min. 
vor Beginn des Inversionsversuches vorgenommen wurde. 
Beim Versuch mit 15 stiindiger EKinwirkungsdauer der 
Glucose auf das m-Chloranilin wurde also eine rund 20°/, 
héhere Reaktionsgeschwindigkeit als beim Versuch ohne Glucose 
gefunden, Wenn die hemmende Wirkung der Glucose auch 
berticksichtigt wird, ergibt sich die Reaktivierung zu etwa 50°/,. 


Tabelle 14. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch m-Chloranilin bei Zusatz 
von Galaktose bzw. Maltose zum Reaktionsgemisch. 


























+ 
a aw lq is 
Zucker- und m-Chloranilin- : & 5 |o8fx 
; Min. | Drehung| © 3 | & a e's 
konzentration B E BS sas 
> m 
amie 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,23) oe 106 
m-Chloranilin 0,004 m, 0,5 4,22 -- 
a-Galaktose 0lim. | 15 8,89 0,34 
22 3,72 0,51 
80 3,57 0,66 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,238) - 100 
m-Chloranilin 0,004 m. 0,5 4,22 ~ 
Gleichgewichtsgalaktose 0,11 m. 15 8,91 0,32 
22 3,73 0,50 
; 30 8,60 0,68 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (7,87) — 115 
m-Chloranili 0,004m. | 0,5 | 7,86 in 
Maltose | 0,11 m. 20 1,88 0,49 
: 30 7,15 0,72 
6,94 0,93 
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Das Reaktionsvermégen der Glucose mit Aminen findet 
man auch bei anderen Aldehydzuckern wieder. Die Reakti- 
vierung der amin-inaktivierten Saccharase laBt sich deshalb auch 
mit solchen anderen Zuckern durchfiihren. Die in der Tab. 14 
wiedergegebenen Versuche beziehen sich auf Galaktose und 
Maltose. i : 

In Beriicksichtigung der groBen Hemmung durch Galak- 
tose allein') ist die Aktivierung durch diesen Stoff auch be- 
trichtlich. Die Reaktivierung der amininaktivierten Saccharase 
durch Maltose kommt besser zum Vorschein, da die Hemmung 
durch diese Biose viel kleiner als durch die besprochenen 
Hexosen ist. 





1) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 182, 8, 301. u. zwar S. 313 
(1924), 
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Uber den Muskelfarbstoff und Mac Munns Myohamatin. 
If. Mitteilung. 


Von 


0. Schumm. 





(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitat, 
Allgemeines Krankenhaus Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. November 1925.) 


Wie in der ersten Mitteilung’) beschrieben worden ist, 
findet sich im Muskel der Taube durchweg schon gleich nach 
dem Tode in kleinen Mengen ein Farbstoff, der das Haupt- 
merkmal von Mac Munns?) sog. modifizierten Myohaimatin 
aufweist und von mir Myochromogen’) genannt worden ist. 
Er liefert ein sehr scharfes Absorptionsbild, dessen Haupt- 
streifen auf etwa wy 550 noch an kleinen Mengen wahrnehm- 
bar ist. Das bei der Kinwirkung von Salzsiure aus Myochromogen 
entstehende Umwandlungsprodukt My atin gibt in schwachen 
Lésungen kein deutliches Spektrum, so daf kleine Mengen 
dieses Umwandlungsproduktes leicht tibersehen werden kénnen. 
Wird die salzsaure Myatinlésung mit Kalilauge stark alkalisiert 
und mit Hydrazinhydrat versetzt, so zeigt sie wieder das 
Myochromogenspektrum. 

Myochromogen laBt sich auch neben einem ziemlich be- 
deutenden UberschuB von Hamoglobin oder Methimoglobin 
nachweisen, neben Hamochromogen nur dann, wenn dieses 
nicht in gréBerem UberschuB vorhanden ist.4) Zur sicheren 





1) 0. Schumm, Diese Zs. Bd. 149, S. 111 (1925). 

%) C. A. Mac Munn, Jl. of Physiol. Bd. 8, 8. 51 (1887). 
) A. a. O. | 
*) Diese Zs. a. a. O. 
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Erkennung der unterscheidenden Merkmale der Farbstoffe in 
ihren natiirlichen Gemischen ist in vielen Fallen eine sehr 
genaue spektrometrische Priifung erforderlich; die einfache 
Spektroskopie kann leicht zu Irrtiimern fihren, z. B. zur Ver- 
wechslung des Myochromogenstreifens I auf wu 550 mit dem 
Hamoglobinstreifen auf etwa 555. 

Wie in meiner ersten Mitteilung angegeben ist, hatte ich 
auf Grund meiner Beobachtungen die Méglichkeit nicht sicher 
ausschlieBen kénnen, da’ auch im lebenden Muskel von 
Taube und Hund freies Myatin. oder Myochromogen in 
kleiner Menge vorhanden sei. 


Hinsichtlich. der wichtigen Frage, ob im frischen Muskel 
von Saéugern und Végeln auch Mac Munns wahres (nicht 
,»modifiziertes“) Myohaimatin vorkomme, habe ich in meiner 
ersten Mitteilung noch kein endgiiltiges Urteil abgegeben, aber 
hervorgehoben, dab einige meiner Beobachtungen sich 
mit einer solchen Annahme in Einklang bringen 
lieBen.') Ich verfiigte derzeit nur tiber zwei Versuche, i 
denen ich das bezeichnende Spektrum (Streifen bzw. Absorp- 
tionsmaxima auf 605; 565; 550) vom frischen Muskel er- 
halten hatte (Brustmuskel einer Taube, Herz einer Maus).’) 
Hin dritter Versuch, bei dem ebenfalls deutlich die Absorptions- 
streifen auf 6041/, und 550 festgestellt werden konnten, betraf 
das Herz eines entbluteten Hundes, das aber erst einige 
Stunden nach dem Tode untersucht worden war. 


Da mir die Nachpriifung der Beobachtung am Herzen 
der Maus besonders wichtig erschien, habe ich den Versuch 
an Mausen und Ratten oft wiederholt*) und bestatigen konnen, 
daB das Herz unmittelbar nach dem Tode einen deutlichen 
Gehalt an jenem Farbstoff oder Farbstoffgemisch hat, das 
Mac Munn als Myohaimatin bezeichnet hat. Es ist spektro- 
skopisch ganz oder nahezu identisch mit D. Keilins Cytochrom, 
wie man es z.B. durch Spektroskopie der Hefe wahrnehmen kann.’) 





1) A. a. O. Bd. 149, S. 148 (1925). 
*) A. a. O. Bd. 149, S. 185/86 (1925). 
*) Vereinzelt auch an Tauben und Kaninchen. 
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Die gelegentlich auch bei mir aufgetauchte Vermutung, daB der 

Streifen im Orange auf vorhandenes ,,alkalisches Methimoglobin“ 

zu beziehen sei, besteht m. KE. nicht zu Recht: eine alkalische 

Methimoglobinlésung, die den Streifen im Orange so deutlich 

zeigt, wie ich ihn in obigen Versuchen gesehen hahe, miiBte 
gleichzeitig zwei viel starkere Streifen am Ort der zwei Oxy- © 
hamoglobinstreifen aufweisen. 

Es kann demnach nicht bezweifelt werden, dab das Herz 
der genannten Arten von Séugern, besonders von Miausen und 
Ratten unmittelbar nach dem Tode ein héchst bezeichnen- 
des Spektrum liefert, dus weder mit einem der bekannten 
Blutfarbstoffspektra iibereinstimmt, noch durch ein Gemisch 
aus Blutfarbstoff und Himochromogen’) hat erzeugt werden 
kénnen. DaB das gesehene Spektrum von einem anderen 
Farbstoff oder Farbstoffgemisch hervorgerufen sein muB, er- 
gibt sich auch aus folgenden Feststellungen: 1. WaBrige 
Fleischausziige geben mit Hydrazinhydrat eine eigenartige 
Spektralreaktion, die unter im ibrigen gleichen Bedingungen 
von Blutlésungen nicht hat erhalten werden kénnen.*) 2. Alle 
von mir dargestellten Myochromogenlésungen gaben nach Zu- 
satz von Kalilauge, Cyannatrium und Hydrazinhydrat eine be- 
zeichnende Spektralreaktion, durch die sie sich von einer Cyan- 
himochromogenlésung leicht unterscheiden lieBen; Cyanmyo- 
chromogen: Hauptstreifen I etwa 555, Cyanhimochromogen: 
Hauptstreifen I etwa 568. Durch diese Reaktion lieB sich das 
Myochromogen u. a. nachweisen: 1. In dem nach Struve- 
Mac Munns Verfahren dargestellten Autolysesaft von Kalb- 
fleisch, Ochsenherzen, Taubenfleisch, Hefe(!), 2. in Ausziigen 
aus Hefe mit Kalilauge (neben einem zweiten spektroskopisch 
himochromogenaihnlichen Bestandteil), 3. im Rickstand 
frischer, mit Pyridin extrahierter, Brustmuskulatur von Wespen 
und ebenso behandelten frischen Herzen (von Tauben, Ratten’ 
und Mausen), die, in der Athernarcose entnommen, sogleich zu 





1) Unter Hiimochromogen ist hier nur das aus «-Himatin in alka- 
lischer Lésung (Kalilauge, Ammoniakfliissigkeit, Pyridin) durch eines 
der erprobten Reduktionsmittel gebildete Produkt verstanden. 

*) Vgl. die erste Mitteilung, Diese Zs. Bd. 149, S. 111 (1925). 
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méglicher Entfernung von Blut zwischen FlieBpapier abgepreBt 
und ohne Verzug verarbeitet worden waren. 

Wollte man die unwahrscheinliche Annahme eins: daB 
die das Myohaimatinspektrum gebende Substanz in meinen 
Versuchen an frischen Organen erst nach dem Tode entstanden 
sei, so miiBte man eine ganz auSerordentliche Umwandlungs- 
geschwindigkeit annehmen; ich habe das Myohimatinspektrum 
an einem Herzen, das vor wenigen Sekunden noch geschlagen 
hatte, schon deutlich sehen kénnen. — Von groBer Bedeutung 
ist auch der Umstand, da8 Keilin das Myohimatinspektrum ?”) 
an lebenden Insekten beobachtet hat. Ich habe es in oft 
wiederholten Versuchen an Wespen und Bienen im Augen- 
blick des Todes*) in der Brustmuskulatur ebenfalls vollkommen 
deutlich sehen kénnen. 

Das Myohimatin ist bislang nicht isoliert worden; es ist 
deshalb noch nicht entschieden, ob es ein Gemisch oder ein 
einheitlicher Kérper ist. Dagegen darf das Myochromogen als 
ein einheitlicher Kérper angesehen werden. Da ich Myochromogen 
mit dem Spektrum (I. 549,5; IL etwa 521) einerseits in sehr 
vielen Fallen frei von anderen himochromogenihnlichen Stoffen 
in Lésungen gefunden, andererseits habe nachweisen kénnen, 
daB in einer Lésung Myochromogen und Himochromogen neben- 
einander bestehen kénnen, so ist damit die Selbstindigkeit des 
Myochromogens erwiesen. Findet man also bei der Spektroskopie 
eines Organs nur den schmalen Streifen auf etwa 550, so darf 
daraus nicht ohne weiteres auf die Anwesenheit einer kleinen, 
zur Erzeugung der Streifen auf 605 und 564 zu geringen 
Menge Myohamatin geschlossen werden; bewiesen wird dadurch 
nur, da8 mindestens Myochromogen, vielleicht aber Myohimatin 
vorhanden ist. Es besteht also die Méglichkeit, daB in 
allen Fallen, in denen z. B. an Muskelpriparaten ein nur 
schwacher, schmaler Streifen auf 550 gesehen werden konnte, 
doch nicht nur die Komponente ,Myochromogen“ sondern (in 





) Er wihlte fiir die zugrunde liegende Substanz den Namen Cyto- 
chrom; vgl. Keilin, On Cytochrome usw., Proc. Roy. Soc., B, Bd. 98, 8.312, 

2) A. a. O. 

*) A.a. O. Bd. 149, S. 149. 
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freilich nur geringer Menge) diejenige Substanz vorhalllen ge- 
wesen ist, die bei gentigender Konzentration das voll- 
standige Sschienstinasekiiiens gibt! — Danach miissen auch 
die in Betracht kommenden Versuche meiner ersten Abhand- 
lung’) beurteilt werden. — Auf Grund der unten berichteten 
eindeutigen neuen Befunde an Miauseherzen u. a. halte ich es 
nunmehr fir wahrscheinlich, daB Organe, die bei der un- 
mittelbar nach dem Tode vorgenommenen spektroskopischen 
Priifung einen schmalen Streifen oder ein Absorptions- 
maximum auf etwa 550 zeigen, nicht nur die das Myochro- 
mogenspektrum gebende ,Komponente“ des Myohimatins, 
sondern das ,,vollstindige* Myohimatin enthalten. Zu dieser 
Vermutung komme ich auf Grund der Tatsache, daB ich bei 
sehr zahlreichen Priifungen in demselben Herzen oder Herz- 
stiick bei geringer Schichtdicke nur (schwach) den Streifen auf 
etwa 550, bei allmahlich erhéhter Schichtdicke auBerdem zu- 
nachst einen sehr zarten Streifen auf etwa 606, weiter das 
schwache Maximum auf etwa 564 und endlich bei groBer Schicht- 
dicke das vollstindige Myohimatinspektrum (606, 564, 550, 
521) (521 = Hauptmaximum dieses uneinheitlichen Streifens LV.) 
gesehen habe. Es ist demnach sehr wohl méglich, daB unter 
physiologischen Verhiltnissen in den Organen Myochromogen 
nicht gesondert vorkommt, sondern nur als Komponente des 
Myohaimatin, wobei allerdings zu beachten ist, da8 Myohamatin 
vielleicht kein einheitlicher Kérper, sondern ein Gemisch 
oder Aggregat ist. 

Ob und inwieweit die im Myohaimatin enthaltene ,,prosthe- 
tische* Gruppe chemisch von «-Hamatin verschieden ist, bedarf 
noch naherer Untersuchungen, mit denen ich zurzeit beschiftigt 
bin. Ich beschrinke mich dieserhalb auf die Angabe, daB ich bis- 
lang aus einem roh abgeschiedenen, von wenig beigemengtem 
»Haimatin“ durch Eisessig—Chloroform befreiten ,,Myochromogen“ 
aus Ochsenherzen durch Bromwasserstoff—Kisessig nach Nenckis 
Verfahren nur ein Porphyrin erhalten habe*), das spektral- 
analytisch bei mehreren Reaktionen genau mit dem Hamato- 


5 A. a. 0, 
*) A. a. O. Bd. 149, S, 189 (1925). 
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porphyrin-Nencki iibereinstimmte.') Dieses Ergebnis spricht 
dafir, daB das nach jenem Verfahren dargestellte*) Myo- 
chromogen dem Himatin wenigstens ebenso nahe, médglicher- 
weise noch naher steht als das Himatohimatin (die Eisen- 
verbindung von Nenckis Hamatoporphyrin). Dasselbe gilt 
anscheinend auch fiir das Myohimatin bzw. die Komponente 
Myochromogen aus dem Herzen von Taube, Hund und Ratte. 
Auch aus dem mit Pyridin erschépften Riickstand dieser 
Herzen wurde mit bromwasserstofigesittigtem LEisessig nur 
ein Porphyrin erhalten, das sich, soweit feststellbar, wie 
Nenckis Hamatoporphyrin verhielt. Endlich konnte ich 
aus der Brustmuskulatur von Wespen bei der Behandlung 
mit Hydrazinhydrat und LHisessig nach dem Verfahren von 
Papendieck und Bonath ein Porphyrin abspalten, das sich, 
soweit feststellbar, wie «w-Haimatoporphyroidin (= Hamaterin- 
dicarbonsdéure) verhielt: die Hauptstreifen I. bis [II der 
iitherischen Lésung lagen auf 632, 575 und 5355), und bei der 
Kisenung nach Zaleski lieferte es ein Komplexsalz, das sich 
bei der Probe mit Pyridin und Hydrazinhydrat wie «-Haimatin 
verhielt: Str. I. lag auf 557'/,. 

Auch in dieser Untersuchung hat sich kein Anzeichen 
dafiir ergeben, daB frische Muskulatur H. Fischers hypo- 
thetisches ,,Himoglobin B“ (Verbindung des Kisenkomplex- 
salzes von Koproporphyrin mit Globin) enthalt. Immerhin ist es 
noch nicht ganz ausgeschlossen, daB jene hypothetische Substanz 
etwa in sehr geringer Menge im Muskel vorhanden ist, denn 
der Nachweis des bei seiner chemischen Aufspaltung zu er- 
wartenden Koproporphyrins kann miblingen, wenn es in einem 





1) Dieses Ergebnis habe ich bei der Untersuchung eines neuen 
in derselben Weise dargestellten Priiparates Myochromogen bestitigen 
kénnen. Das mit Bromwasserstoff-Eisessig erhaltene Reaktionsprodukt 
gab in der Bromwasserstoff-Lisessiglésung das Porphyrin-Siurespektrum: 
I. etwa 605; ILI. etwa 5591/,, nach der Uberfithrung in Ather: I. 624,6; 
II. Max. (violettwirts) 569,2; III. Mitte etwa 581,0, Max. b. bei 527,3; 
IV, etwa 499,0, nach der Umwandlung in die Eisenkomplexverbindung 
(nach Zaleski) in Pyridin und wenig Hydrazinhydrat: I. etwa 549,0. 

*) A.a. O. : 

8) In einem zweiten Versuche: 682,3, 575,6, 536,0. 
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gewaltigen Uberschu8 von w-Himatoporphyroidin oder einem an- 
dern Porphyrin aufgesucht werden muf8. — Bekanntlich hat 
H. Fischer geglaubt, das wahrscheinliche Auftreten von Kopro- 
porphyrin unter den Produkten der, Fleisch-Faulnis als Beweis 
dafir ansehen zu diirfen, da®B der Muskel das dazu gehérige 
 Hamoglobin B“ (s. oben) enthalte. Abgesehen davon, da8 der 
Befund von Koproporphyrin in gefaultem Fleisch noch nicht 
ganz sicher steht, wiirde dieses Vorkommen nicht zwingend 
beweisen, daB das Koproporphyrin aus jenem hypothetischen 
,Hamoglobin B“ des Muskels entstanden ist, weil nimlich mit 
der Méglichkeit gerechnet werden mu8, da8 Koproporphyrin 
biologisch irgendwie aus Blutfarbstoff oder Myohimatin (bzw. 
Cytochrom) entstehen kann. Der experimentelle Beweis 
fir das Vorkommen des von H. Fischer vermuteten ,Himo- 
globin B“ (mit dem Baustein Koproporphyrin) hat trotz 
zahlreicher Untersuchungen!) bislang nicht erbracht werden 
kénnen, doch wird diese Untersuchung von mir auch jetzt noch 
fortgesetzt. 

An Farbstoffen, die einen Porphyratinkomplex?) enthalten, 
sind in vollkommen frischem Fleisch von Siugern nachgewiesen: 

1. Himoglobin. 

2. Mérners Myochrom (= H. Giinthers Myoglobin). 
3. Mac Munns Myohamatin. 

Mérners Myochrom enthalt wahrscheinlich dasselbe Por- 
phyratin wie Himoglobin. Mac Munns Myohimatin, das 
vielleicht ein Gemisch mehrerer Porphyratintrager ist, enthalt 
mindestens vorwiegend ein Porphyratin, das nicht mit der 
Kisenverbindung des Koproporphyrins identisch ist; diese ist 
im Fleisch noch nicht nachgewiesen. Die Beziehungen zwischen 
Myochrom und Myohimatin bedirfen noch naherer Aufklarung. 


Anordnung der Versuche, Erklarungen. 


Alle Versuche sind von mir selbst an weiBen Mausen, 
Ratten, Tauben und Kaninchen ausgefiihrt worden, die teils 
durch Verblutenlassen, teils durch Kohlenoxyd oder Einspritzen 





) Vgl. die vorhergehenden Mitteilungen IV, V, VII des Verfassers. 
*) Vgl. O.Schumm, Uber Cytochrom usw. Diese Zs. im Druck. 
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von Cyannatriumlésung ‘getétet, teils mit Chloroform oder Ather 
betiubt worden waren. Die Herzen wurden von aufen an- 
haftendem Blut durch Abtupfen befreit und konnten in den 
Narcoseversuchen teils wenige Sekunden nach dem letzten 
Herzschlag spektroskopisch beobachtet werden. Ich priifte die 
zwischen zwei Objekttragern etwas zusammengedriickten Herzen 
zunichst bei starker Beleuchtung mit einem Mikrospektroskop 
(Zeissmikroskop mit Abbéschem Beleuchtungsapparat, Ob- 
jektiv ,,8“, Okular ,,5“ mit aufgesetztem Handspektroskop mit 
Wellenlingenskala*) und bestimmte den Ort der Absorptions- 
streifen gleich danach unter Benutzung einer sehr starken 
Lichtquelle genauer mit dem Gitterspektrometer. — Auch dem 
in solchen Untersuchungen weniger Geiibten wird die Kigenart 
des Myohimatinspektrums ohne weiteres klar,’ wenn er die 
Spektra von Lunge und Herz je im sauerstoffarmen und 
sauerstofigesittigten Zustande beobachtet. 

Das Myohimatinspektrum 14B8t sich recht gut am Herzen 
einer eben getéteten Maus zeigen, indem man das ganze, még- 
lichst gut abgetrocknete Herz zwischen zwei Objekttrigern 
etwas zusammendriickt, und so unter dem einfachen Mikro- 
spektroskop (der von mir vorgeschlagenen Zusammensetzung) 
beobachten 14Bt. Bei richtiger Hinstellung und zweckmiBiger 
Spaltweite ist nicht nur der starkste Streifen auf etwa 550-551, 
sondern auch der ihm (rotwirts) vorgelagerte schwache Streifen 
oder Vorschatten auf etwa 564 und der schwache Streifen im 
Rot auf angenahert 606 deutlich zu erkennen. Unter giinstigen 
Bedingungen ist so auch noch der sehr schwache Schatten 
auf angenihert 522 zu sehen. Das Absorptionsbild im ganzen 
ist so eigenartig, daB ein sorgsamer Beobachter es nicht ver- 
kennen kann. Behandelt man ein solches Herz (Maus, Taube} 
mit verdiinnter Wasserstoffperoxyd-Lisung, so erscheint ein 
ganz anderes Absorptionsbild: deutlich ausgepragt sind nur 
zwei Streifen, gewohnlich angenahert 580(—581) und 544(—545), 
die das Oxyhimoglobinspektrum vortaéuschen, aber gréBtenteils 
auf Mérners (Oxy-)Myochrom zu beziehen sind. Das unter 





1) Vgl. die vorhergehende Abhandlung: Uber rsgruapeociag tal 
reaktion an Hefe u. f.; Diese Zs. Bd. 150, S. 276 (1925). 
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der Oxydationswirkung des Peroxyds aus dem Myohamatin ent- 
stehende Produkt tritt spektroskopisch nicht hervor. Spiilt 
man danach das Priparat mit Wasser ab, oder l4Bt man es 
einige Zeit liegen, so entsteht zunachst ein Mischspektrum, 
bedingt durch das Vorhandensein eines Gemisches aus zuriick- 
gebildetem Myohimatin, reduziertem Myochrom und einem Rest 
von sauerstoffhaltig gebliebenen (Oxy-)Myochrom; vorherrschend 
ist der Schatten im Griin mit einem mehr oder weniger stark 
ausgepragten Maximum auf ungefahr 552 oder 551. In An- 
betracht der je nach Sauerstoffaufnahme oder -abgabe wechseln- 
den Absorptionsbilder sehe ich von ihrer Beschreibung ab. 
Wascht man das mit Wasserstoffperoxyd behandelte Herz oder 
ein Stiick davon gut ab und betupft es mit einem Tropfen Hydr- 
azinhydrat, so erscheint von neuem das Myohimatinspektrum, 
ungefabr in der urspriinglichen Lage, wieder, die Hauptstreifen 
z. B. angenahert: I. 607; Il. 5631/,; IIL. 551. Kinige Male 
iiberzeugte ich mich, da8 durch erneute Behandlung mit 
wenig Wasserstofiperoxyd das (Oxy-) Myochromspektrum wieder 
hervorgerufen werden konnte, z. B. Streifen I. 5801/,; IL. un- 
einheitlich, Mitte etwa 544, schwaches Maximum 550?/, (dieses 


| durch der Oxydation entgangenes Myohdmatin bedingt); beim 


Liegen des Priparates kann dann allmahlich noch wieder 
deutlich das Myohimatinspektrum entstehen. 
Zur Entfernung des pyridinléslichen Farbstoffgehaltes habe 


ich die Herzen mit Glas und wenig Pyridin fein gemahlen, © 


die Masse mit Pyridin stark verdiinnt, filtriert (Filtrat mit 
wenig Hydrazinhydrat: stets reines «-Hamochromogenspektrum, 
Hauptstreifen I. 5571/,), nachgewaschen, den Filterriickstand 
nochmals im Mérser mit Pyridin verrieben, filtriert, gut mit 
Pyridin, zuletzt mit absolutem Alkchol nachgewaschen und an 
der Luft getrocknet (weiBes Pulver). Derartige Priparate gaben 
in meinen Versuchen: 

1, Mit Wasser befeuchtet: kein Myohimatinspektrum. 

2. Mit Kalilauge befeuchtet: kein Myohimatinspektrum. 

8. Mit Hydrazinhydrat getrinkt: sofort einen nicht ganz 
symmetrischen Absorptionsstreifen, dessen Maximum (violett- 
warts) zu ungefihr 551—552 bestimmt wurde. 
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4, Mit Kalilauge getrinkt und mit einer Spur Hydrazin- 
hydrat versetzt: etwa dasselbe wie bei ,,3., nur mit dem Unter- 
schied, da8 das Maximum des Streifens ein wenig weiter rot- 
warts, auf etwa 552—5521/,, lag. Wurde einem solchen 
Praparat jetzt noch eine kleine aber geniigende Menge frisch 
aus Blut. desselben Tieres und Kalilauge hergestellter Haimatin- 
lésung zugesetzt, so verschob sich das Maximum des Streifens 
im Griin sogleich nach etwa 555, also in Anbetracht des bei 
einem solchen Praparat nur miaBig hellen Spektrums be- 
friedigend tibereinstimmend mit dem fiir das echte ,,Hydrazin- 
hydrat—~Himochromogen“ in wiaBrig-alkalischer Liésung ver- 
langten Wert (554(—555). 

5. Mit 98°/,iger Schwefelsiure fein verrieben: das Por- 
phyrin-Saurespektrum mit dem Ort der Hauptstreifen: I. etwa 
600, III. etwa 5551/,. Diese Werte stimmen gut fiir das rohe 
Hamatoporphyrin Hoppe-Seylers, d. h. fir eine frische 
Mischung aus Hamin und viel 98°/,iger Schwefelsiure, an der 
ich die Werte 5991/, und 555 fand. Eine Lésung von Nenckis 
Himatoporphyrin in 98°/,iger Schwefelsiure gab die ahnlichen 
Werte 599 und 554. LEine sichere Entscheidung hinsichtlich 
der Art des vorliegenden Porphyrins ist hiernach zwar nicht 
méglich; Koproporphyrin kann es aber nicht sein, da 
dessen Lésung in Schwefelsiure ganz abweichende 
Werte gibt. — Das Gleiche gilt fiir die Lésungen in Brom- 
wasserstoff-Hisessig (s. unten unter ,,7“). 

6. Mit Kalilauge, Cyannatrium und Hydrazinhydrat ge- 
mischt: einen deutlichen Streifen auf etwa 557, also angenihert 
mit dem fiir Cyanmyochromogen verlangten Werte (555) tiber- 
einstimmend, wahrend der dem Cyanhimochromogen-Spektrum 
zugehérige Hauptstreifen seinen Ort auf 568 hat. Wurde 
einem solchen Praparat dann noch eine kleine aber geniigende 
Menge einer alkalisch-waBrigen Lisung von w-Hamatin nebst 
etwas Hydrazinhydrat zugesetzt, dann trat sogleich die zu er- 
wartende ,,Verschiebung“ des Streifens nach Rot ein. 

7. Bei der Behandlung mit viel bromwasserstofigesattigtem 
Hisessig (auf eine Messerspitze voll 5—10 ccm, 20 Stunden bei 
15—20° gehalten) eine stark gelb (braunlich) gefarbte Fliissig- 
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‘ keit, die (sehr deutlich) das Porphyrin-Siurespektrum mit 
- etwa demselben Ort der Streifen gab wie ein ebenso her- 
- gestelltes Praparat aus Himatin: 1 605; IIL. 560. — Zum 
n Vergleich wurden noch folgende Versuche gemacht: a) Kopro- 
n [% porphyrin (Priparat aus den Faeces des Hamatoporphyrie- 
- f? kranken Petry) wurde in viel bromwasserstoffigesattigtem His- 
8 essig gelést: I. 599,83; IIL 554,8; b) die aus demselben 
H Praparat Koproporphyrin hergestellte Kisenkomplexverbindung 
, (Probe in Pyridin und Hydrazinhydrat: I. 547*/,) wurde mit 
- [ bromwasserstoffgesattigtem Hisessig verrieben und einige Zeit 
. stehen gelassen. Die Lésung gab dann das Porphyrin-Saure- 
spektrum: I. 599,1; LILI. 554,6, also wie obige Lésung von 
Koproporphyrin. — Es hat sich demnach vorliufig kein An- 
haltspunkt fiir die Annahme ergeben, da®B im Herzmuskel 
frei oder gebunden die Kisenkomplexverbindung des Kopro- 
porphyrins enthalten sei. Die Méglichkeit, daB im Muskel 
eine Komplexverbindung des Uroporphyrins in sehr kleiner 
Menge vorkomme, scheint noch nicht in Betracht gezogen zu 
sein. Durch die bislang vorliegenden Untersuchungen laBt sich 
% aber auch diese Mdglichkeit wohl nicht ganz ausschlieBen. 
Durch die unter ,,5.“ angefiihrte Spektralreaktion mit konz, 
Schwefelsiure wiirde eine kleine Beimengung von Uroporphyrin 
zu dem dort festgestellten Porphyrin nicht aufzufinden sein, da 
Uroporphyrin iu 98°/, Schwefelsiure etwa dieselben spektro- 
metrischen Werte gibt.*) 


wv eh Umeha .lC rr. Pr CT.UlChSlC err :lti“‘ SD 


| Dem JapanausschuB der Notgemeinschaft der Deutschen 
| Wissenschaft danke ich fiir die mir zur Durchfithrung der 
Untersuchungen gewahrte Beihilfe. 





1) O. Schumm, Spektrochemische Reaktionen an Porphyrinen 
> §% (Fortsetzung), Diese Zs. Bd. 152, S. 1 (1926). 
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Einflu8 der Hefenvorbehandlung 
auf die Affinitaétskonstanten der Saccharase I. 


(Siebente Mitteilung iiber die Affinitatsverhaltnisse der 
Saccharase.) 


Von 
Hans v. Euler und Karl Josephson. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. November 1925.) 


Die Anpassung von Organismen, besonders Mikroorganismen 
an Nahrungssubstrate ist schon in den achtziger und neunziger 
Jahren des vorigen Jahrhunderts studiert worden; unter 
den grundlegenden Arbeiten sind besonders diejenigen von 
E. Chr. Hansen und von Effront zu nennen.’) Das Problem, 
die Anpassungserscheinungen von Mikroorganismen an Nahr- 
substrate quantitativ auf die Bildung von Enzymen zuriick- 
zufiihren, wurde seit 1910 in diesem Laboratorium?) behandelt, 
und zwar besonders mit Riicksicht auf die Frage, unter welchen 
Umstinden das Substrat spezifisch die Bildung des entsprechen- 
den Enzyms beeinfluBt. 

Beziiglich der Saccharasebildung war gefunden worden, 
daB nicht nur das Substrat und die Reaktionsprodukte dieses 
Enzyms seine vermehrte Bildung in der Hefe hervorrufen, 





1) Vgl. hierzu die ausgezeichnete Monographie von H. Prings- 
heim, Die Variabilitit niederer Organismen. Berlin 1910. 

*) Euler u. D, Johansson, Diese Zs. Bd. 76, S. 888 (1911); 
Bd. 84, S. 97 (1913). Weitere Literatur vgl. in einer Ubersicht Biochem. 
Zs. Bd. 85, 8. 406 (1917); ferner in der Mitteil. yon Euler u. Svan- 
berg, Diese Zs. Bd. 106, S. 201 (1919). 
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sondern daB auch andere Hexosen, besonders Mannose einen 
quantitativ und qualitativ ahnlichen Effekt erzeugen. Ferner 
wurde festgestellt, da8 eine entsprechende Enzymbildung nicht 
durch ein anderes kohlenstoffhaltiges Material (wie z. B. Salze 
organischer Saéuren oder Mannit) hervorgerufen werden kann. 

Es hat sich ferner gezeigt, daB die Vermehrung des 
Saccharasegehaltes in mancher Hinsicht mit der Wachstums- 
fahigkeit, bzw. mit dem Zuwachs der Zellen zusammenhingt, 
aber die Enzymbildung braucht, wie aus den Untersuchungen 
von Euler mit D. Johansson und mit Palm _ hervorgeht, 
keineswegs mit dem Wachstum parallel zu verlaufen.') Als 
wesentlichste unter den bis 1917 gewonnenen Tatsachen wird 
angegeben?), daB es sich bei der Saccharasebildung in der 
Hefe ,um eine Synthese handelt, zu welcher die durch die 
Garung zu liefernde Energie ebenso notwendig ist, wie iber- 
haupt zur Bildung von Protoplasma in Hefezellen“. 

In Ubereinstimmung mit diesem SchluB auBern sich 
Willstaitter, Lowry und Schneider*) in einer neuen, sehr 
bemerkenswerten Untersuchung folgendermafen: ,,Die Hefe 
bildet Invertin am schnellsten und reichlichsten, wenn sie, 
geeigneten physiologischen Zustand vorausgesetzt, irgendeinen 
Zucker .... vergart.“ 

Glucose und Fructose sind bei der Vorbehandlung der 
Hefe mit Rohrzucker stets anwesend, und zwar in verhiltnis- 
maBig groBen Konzentrationen, so daB iibereinstimmende Er- 
héhung des Saccharasegehaltes bei der Vorbehandlung mit 
jeder der drei Zuckerarten nicht so sehr tiberraschend ist. 
Auffallender erscheint dagegen der erwihnte Befund von 
Kuler und Cramér‘*), da8 auch die vorbehandelnde Girung 





1) Wenn Oppenheimer in der neuen Auflage seines Handbuches, 
S. 420 schreibt: ,,Werden die Zellen gut ernihrt, so bilden sie auch 
kriftig Fermente“, so entspricht diese Auffassung jedenfalls nicht der 
unseren. : 

*) Euler, Biochem. Zs. Bd. 85, S. 406 und awar S. 407 (1917). 

8) Willstétter, Lowry u. Schneider, Diese Zs. Bd. 146, S. 158 
(1925). Auf die von Willstatter gefundene Bedingung der minimalen 
Zuckerkonzentration kommen wir spiter zuriick. 

*) Euler u. Cramér, Diese Zs. Bd. 88, S. 430 (1918). 

5* 
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mit Mannose zu einer ganz entsprechenden Steigerung des 
Saccharasegehaltes (der GréBe Inv. = g Rohrzucker - Inversions- 
konst. k/ Anzahl Zellen) fihrt. 

Unter den neueren Tatsachen, welche zum Verstindnis 
des Wesens der Saccharasebildung beitragen kénnen, sei noch 
der Umstand erwahnt, daB mit Trockenhefe eine Saccharase- 
bildung bis jetzt nicht hervorgerufen werden konnte, wahrend 
die Vorbehandlung der Trockenhefe mit Galaktose eine ,,An- 
passung“ an dieses Girsubstrat bewirkt. 

Seit der letzten zusammenfassenden Arbeit aus diesem 
Laboratorium haben sich unsere Vorstellungen iiber die zwischen 
Saccharase und Rohrzucker eintretenden Bindungen wesentlich 
vertieft, und die neueren Ergebnisse iiber die zwischen Saccha- 
rase und Rohrzucker bestehenden Affinititskonstanten diirften 
auch geeignet sein, uns einen tieferen Hinblick in die bei der 
Vorbehandlung der Hefe eintretenden Verinderungen des 
Enzymsystems zu erméglichen. 

Zunachst kann man yon der Vorstellung ausgehen, dab 
unter dem HinfluB des vergirbaren und vergirenden Zuckers 
das Enzym in der lebenden Zelle vom inaktiven in den aktiven 
Zustand iibergeht. Bei einem solchen Ubergang einer Vor- 
stufe des Enzyms in aktives Enzym handelt es sich wahr- 
scheinlich um die Ausbildung der fiir die Enzymwirkung not- 
wendigen aktiven spezifischen Atomgruppen des Enzyms. Bei 
einer solchen Neubildung von enzymatisch wirksamen 
Gruppen dirfte die lebende Hefe die Fahigkeit besitzen, die 
fir ihre gesteigerte Wirksamkeit zweckmaBigsten Atom- 
gruppen auszubilden. Es wire dann durch Anwendung ver- 
schiedener Substrate bei der Vorbehandlung méglich, Saccha- 
rasen von gewissen Artverschiedenheiten zu erhalten. So diirfte 
die Vorbehandlung durch Rohrzucker (Fructose + «-Glucose) 
einen etwas anderen KinfluB auf die Konstitution und Kon- 
figuration der neugebildeten spezifischen substratbindenden 
Gruppen des Enzyms haben kénnen als die Vorbehandlung 
durch beispielsweise nur Glucose (@- oder §-Form) oder nur 
Fructose. 

Nachdem die Untersuchungen der letzten Zeit tiber die 













Einflu8 der Hefenvorbehandlung auf die Affinititskonstanten usw. 69 


Affinitiétsverhaltnisse der kohlenhydratspaltenden Enzyme!) ge- 
zeigt hatten, daB beispielsweise Saccharasen mit verschieden 
stark ausgebildeten Affinititen zu den mutameren Formen der 
Glucose und zu der Fructose zu existieren scheinen, diirfte 
eine nihere Untersuchung iiber die eventuelle Anderung der 
Affinititsverhaltnisse einer Hefe-Saccharase bei der Vorbehand- 
lung durch verschiedene Zucker vielleicht neues Licht iiber 
die noch ratselhaften und ,unaufgeklirten Variationen der 
stereochemischen Spezifitit gleichartig wirkender Fermente 
nahe verwandten Ursprungs“ werfen kénnen. 

Die in dem experimentellen Teil beschriebenen Versuche 
zeigen, da8 die Saccharasen des gleichen Ursprunges (Miinchener 


Tabelle 1. 


Affinitiitskonstanten einiger Saccharase-Zuckerverbindungen. 
Autolysate aus Miinchener Léwenbriuhefe. 


























Ky 
7)  ‘Yetevechcaiin ae 
efevorbehandinn Beg 
lysat 5 | eGin- | Geich-| Prue | Robr- 
cose | plucose| tose | zucker 
L, Keine Vorbehandlung 8,4 1,3 12,7 27 
L, Mit Rohrzucker — 
vorbehandelt 4,8 4,7 11,5 27 
L Mit Rohrzucker nach 
. Willstitter, Lowry 
und Schneider?) vor- 
behandelt 6,9 7,1 9,8 32 
L, Mit a- und #-Giucose 
vorbehandelt 6,5 1,8 9,3 32 
L, Mit Rohrzucker wih- 
rend eines Tages, dann 
mit «-Glucose wih- 
rend eines zweiten 
Tages vorbehandelt . 10,4 8,7 12,5 33 














1) Vgl. R. Kuhn, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 448, S.1 und zwar 
S. 10ff. (1925); K. Josephson, Diese Zs. Bd. 147, S.1 und zwar S. 94ff. 
(1925); vgl. die Einschriinkung der Schlu8folgerungen aus Hemmungs- 
versuchen bei H. v. Euler u. K. Josephson, Diese Zs. Bd. 152, S. 31 


(1926). 


2) R. Willstatter, Ch. D. Lowry jr. u. K. Schneider, a. a. O. 
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Léwenbriauhefe) variierende Affinititen zu den verschiedenen 
mutameren Formen der Glucose und zu der Fructose haben, 
nachdem die Hefe einer kiirzer oder linger dauernden Vor- 
behandlung durch Rohrzucker oder durch Glucose unter- 
worfen war. 

Bei der Vorbehandlung durch Rohrzucker oder a-Glucose 
tritt eine wesentliche Steigerung der Affinitat der Saccharase 
zu «-Glucose ein, waihrend die Affinitaét zu @-Glucose oder zu 
Fructose keine solche Steigerung erleidet. Wahrend also die 
Saccharase aus der unvorbehandelten Léwenbriuhefe eine im 
Verhiltnis zu der Affinitat zur Fructose nur geringe Affinitit 
zur a@-Form der Glucose besitzt, konnte durch die Vorbehand- 
lung (Autolysat L,) der Hefe durch «-Glucose eine Saccharase 
erhalten werden, welche sogar eine etwas starkere Affinitat 
zu der w-Form als zu der #-Form der Glucose zeigte und nur 
ganz unwesentlich kleiner als die Affinitit derselben Saccha- 
rase zu Fructose war. Uberhaupt wurde in simtlichen Fallen 
durch die Vorbehandlung ein gewisser Ausgleich der Ver- 
schiedenheiten beziiglich Verhalten zu den mutameren Formen 
der Glucose erreicht. Die Saccharasen aus der vorbehandelten 
Léwenbrauhefe sind also in der vorliegenden Hinsicht der von 
uns friiher untersuchten Saccharase aus Stockholmer Unter- 
hefe H sehr dhnlich. 

Gleichzeitig mit der Steigerung der Affinitit zwischen der 
Saccharase und der «-Glucose scheint eine gewisse Steigerung 
der Affinitaét zwischen dem Enzym und Rohrzucker einzutreten. 
Die beob. Anderung der Affinitit zu dem spaltbaren Substrat ist 
aber nur gering. Deshalb werden bei den vorbehandelten 
Hefen die Werte der Produkte der Affinitétskonstanten Ky, 
(fir Fructose) und Ky, (fir a-Glucose) viel gréBer als die 
Affinititskonstanten der Rohrzucker—Saccharaseverbindungen. 
So betrug dieses Produkt bei dem Autolysat L, 130, war also 
4mal so groB wie der experimentell bestimmte Wert der Affi- 
nititskonstante der Rohrzucker—Saccharaseverbindung (Ky = 33). 
Wie schon friither bemerkt wurde, betrifit der Wert Ky die 
in der Lésung vorhandene Gleichgewichtsform der Fructose.’) 





) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 152, 8. 31 (1926). 
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Der entsprechende Wert fiir die in Rohrzucker eingehende 
Fructosemodifikation, welcher vielleicht neben der Affinitat zur 
a-Glucose fiir die Affinitét zu Rohrzucker maBgebend ist?) 
konnte leider nicht bestimmt werden, und die eventuelle Ande- 
rung dieser Teilaffinitit der Saccharase bei der Vorbehandlung 
konnte nicht verfolgt werden. 

Der Nachweis, da’ die Hefe durch die Garfihrung mit 
verschiedenen Zuckerarten Saccharasen mit verschieden stark 
entwickelten spezifischen Affinititen neu bildet, stiitzt die 
friher hervorgehobene Méglichkeit der Existenz verschiedener 
Saccharasen mit variierenden Inversionsfihigkeiten. Inwieweit 
eine Trennung der verschiedenen bei der Bindung der ver- 
schiedenen Zucker in Betracht kommenden Gruppen des 
Enzymkomplexes méglich ist, steht noch offen. Eventuell 
kénnte die Temperaturstabilitat der verschiedenen Atomgruppen 
oder der kolloiden Trager derselben) Verschiedenheiten zeigen. 

Jedenfalls stehen zur Deutung der veranderlichen Affi- 
nititskonstanten Ky, und Ky, zu Fructose bzw. Glucose folgende 
zwei Annahmen offen: | 

1. An jeder Affinititsgruppe wird durch die Vorbehand- 
lung die spezifische Affinititskraft geindert. Unter den zahl- 
reichen chemischen Analogiefallen mag nur die Anderung 
elektrolytischer Dissoziationskonstanten von Sauren, also die 
Dissoziation der Carboxylgruppe durch Substitution in anderen 
Teilen der Saure angefiihrt werden. 

2. Die Vorbehandlung andert die relative Anzahl der 
fructose- und glucosebindenden Affinitaitsgruppen der Saccha- 
rase. Eine Folgerung daraus ware die schon am anderen Orte 
in Betracht gezogene teilweise Unabhangigkeit der beiden 
Affinitatsgruppen der Saccharase voneinander. In dieser Hin- 
sicht ist zunichst zu untersuchen, ob die beiden Affinitiats- 
gruppen der Saccharase auf Grund ihrer verschiedenen Tem- 
peraturstabilitat in gewissem Grade voneinander geschieden 
werden kénnen. | 

_ Welche Formen der Zymohexosen spezifische Affinitét zu 





1) Euler, Diese Zs. Bd. 143, S. 79 (1925). 
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den enzymatischen Gruppen der Saccharase besitzen, ist noch 
nicht ganz klar. Die nachstliegende Vorstellung erscheint uns 
gegenwiartig die, daB in der lebenden Zelle ein natiirliches 
Mengenverhiltnis besteht zwischen den enzymatisch verinder- 
lichen Stoffen (Glucose, Fructose, Rohrzucker) einerseits 
und den dieselben bindenden Affinititsgruppen des Plasmas 
andererseits. 

Ist die Inanspruchnahme einer Affinititsgruppe streng 
spezifisch, d.h. bindet die Gruppe nur eine gewisse Gleich- 
gewichtsform des Substrates, so wird gerade diese Gleich- 
gewichtsform in die enzymatische Reaktion als reaktions- 
vermittelnd einbezogen, auch wenn diese Form in der um- 
gebenden Lésung in kleiner Konzentration vorhanden ist, wie 
z. B. diejenige Form der Glucose, welche — oft y-Glucose 
genannt — von Euler und Myrback vorliufig Bioglucose 
bezeichnet wurde, und fiir welche Neuberg neuerdings den 
Namen am-Glucose (hergeleitet von alloiomorphe Glucose) vor- 
schligt. Ist dieselbe im Zymophosphat vorhanden, so ist zu 
erwarten, daB diese bei der Garung aller Zymohexosen auf- 
tretende Zwischenform ihrerseits die Bildung der entsprechen- 
den Glucose-Affinitaitsgruppe der Saccharase hervorruft. 

Die Enzymbildung durch Vorbehandlung trifft die ver- 
schiedenen Enzyme eines Organismus anscheinend in sehr un- 
gleichem Grade; dies zeigte ein Vergleich der Anderung der 
Inversionsgeschwindigkeit und der Girungsgeschwindigkeit; be- 
ziiglich der Carbohydrasen geht dies besonders aus den Er- 
gebnissen von Willstatter, Lowry und Schneider hervor, 
nach welchen sich die Maltasewirkung der Hefe durch Vor- 
behandlung kaum steigern laBt. 

Immerhin wird man nicht annehmen kénnen, dab die 
Saccharase dadurch eine Ausnahmestellung unter den Enzymen 
einnimmt, daB ihre beiden Affinitiitskonstanten Ky und Ky, 
durch die Vorbehandlung in ungleichem MaBe geadndert werden 
kénnen, und es sei deshalb wenigstens auf eine allgemeinere 
Folgerung aufmerksam gemacht, welche sich aus unseren hier 
mitgeteilten Resultaten ergibt: Enzyme, welche ein reversibles 
Gleichgewicht zwischen zwei Stoffen A und B einstellen, kénnen. 
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selbst durch gewisse Konzentrationen dieser Stoffe A und B 
eine Anderung ihrer Affinititskrafte erfahren, welche auf das 
Gleichgewicht A = B zuriickwirkt. Hierauf werden wir in 
anderem Zusammenhang noch zuriickkommen. 


Experimenteller Teil. 


Bei den Versuchen wurden fiinf verschiedene Autolysate 
aus Minchener Léwenbrauhefe verwendet. Die Autolysate, 
welche (mit Ausnahme des Autolysates L,) durch beschleunigte 
Autolyse bei 30° wihrend rund 20 Stunden mit Toluol ge- 
wonnen waren, sind weiter durch die folgenden Angaben 
charakterisiert: 

L,. Aus unvorbehandelter Hefe durch Autolyse bei Zimmer- 
temperatur wihrend 5 Tagen. Aktivitat: Jf = 0,39. 

L,. Kurze Vorbehandlung der Hefe durch Rohrzucker. Jf 
des Autolysates wurde zu 0,60 bestimmt. 

L,. Vorbehandlung der Hefe durch Rohrzucker bei geringer 
Zuckerkonzentration nach R. Willstatter, Ch. D. 
Lowry jr. und K. Schneider. Jf des Autolysates 
wurde zu 2,26 bestimmt. 

L,. Vorbehandlung wie bei L,, aber mit Glucose anstatt 
Rohrzucker. Jf = 2,35. 

L,- Zuerst wihrend eines Tages mit Rohrzucker vorbehandelt, 
dann wahrend eines zweiten Tages mit «-Glucose weiter 
behandelt. J? = 1,33. 

Die Garfihrungen wurden bei 27—30° vorgenommen. 

Zu den Versuchen iiber die Affinitiét der Saccharasen zu 
den Zuckerarten wurden Reaktionsmischungen von 50 ccm Total- 
volumen benutzt. Die optimale Aciditét der Saccharasewirkung 
wurde durch 0,06 m. primires Kaliumphosphat eingestellt. Die 
Reaktionsmischungen befanden sich in einem elektrisch er- 
hitzten Thermostaten von der Temperatur 30,0 + 0,05°. Die 
Polarisation der mit Sodalésung sistierten Proben geschah erst 
nach Abkiihlen der Lisungen auf Zimmertemperatur. 

Die zu den Versuchen angewandte «-Glucose zeigte 
[@] = 112°, wobei wir als Lichtquelle eine Quecksilberlampe 
verwendeten, deren Licht vor dem LEintritt in das Polari- 
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meter durch ein Chromatfilter ging. Die Gleichgewichtsglucose 
war aus demselben Glucosepriparat hergestellt. Bei den 
Versuchen mit Fructose als hemmender Substanz wurde 
immer die Gleichgewichtsform dieses Zuckers verwendet. 

Die Berechnung der Dissoziations- und Affinitatskonstanten 
der Rohrzucker—Saccharaseverbindungen geschah in der friiher 
beschriebenen graphischen Weise. Die entsprechenden Kon- 
stanten fiir die Fructose- bzw. Glucose—Saccharaseverbindungen 
wurden unter Anwendung der von L. Michaelis und M. Menten 
abgeleiteten Gleichung berechnet. 


Versuche mit dem Autolysat L, aus unvorbehandelter 
Lowenbrauhefe. 


Das Autolysat war durch Autolyse von Miinchener Léwen- 
brauhefe mit Toluol wihrend 5 Tagen bereitet. Das Autolysat 
zeigte eine Saccharaseaktivitat entsprechend Jf = 0,39. Zu 
jedem Versuch wurden 2 ccm des im Verhiltnis 1:10 ver- 
diinnten rohen Autolysensaftes entsprechend 23 mg Trocken- 
gewicht des Autolysates verwendet. 


Tabelle 2. 
Autolysat L, aus unvorbehandelter Liéwenbriuhefe. 
If = 0,89. Affinitét zu Rohraucker. 














Relative An- 
Rohrzucker- Drehungs- ss 
os : Minuten Drehung : 4 fangs : 
konzentration inderung | geschwindig- 
keit : 
0,0228 m. 0 (0,52) se 44 
0,5 0,51 a 
5 0,39 0,18 
10 0,26 0,26 
15 0,14 . 0,38 
0,0465 m. 0 (1,06) sip 13 
0,5 1,04 — 
5 0,84 0,22 
10 0,62 0,44 
15 0,40 0,66 
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Relative An- 
Rohrzucker- Drehungs- ‘ 
a : Minuten Drehung : 6° fangs : 
konzentration iinderung jgeschwindig- 
keit 
0,0605 m. 0 (1,38) nil 86 
0,5 1,35 i 
5 1,11 0,27 
10 0,86 0,52 
15 0,65 0,78 
0,082 m. 0 (1,87) — 93 
0,5 1,84 
5 1,58 0,29 
10 1,38 0,54 
15 1,10 0,77 
0,118 m. 0 (2,69) a 100 
0,5 2,66 ee 
5 2,39 0,30 
10 2,08 0,61 
15 1,78 (0,91 














Fiir dieses Autolysat wurde berechnet X,, = rund 0,037 
oder Ky = rund 27. Dieser Wert liegt also zwischen den 
von R. Kuhn fiir die Priparate a—e in seiner Abhandlung 


iiber die Saccharase- und Raffinasewirkung des Invertins an- 


gefiihrten Werte 0,029—0,040 fir X,,, entsprechend Ky = 
34—-25. Die Affinitit des jetzt untersuchten Invertins zu 
Rohrzucker war aber bedeutend schwicher als die Affinitat 
unserer Saccharase aus Unterhefe H aus der St. Eriksbrauerei in 
Stockholm, fiir welche Ky von uns zu 54 berechnet worden ist. 

Die Versuche iiber die Hemmung der Saccharasewirkung 
dieses Léwenbriuinvertins durch die Fructose und durch die 
verschiedenen Formen der Glucose finden sich in der Tab. 3. 

Aus den Zahlen der letzten Spalte ist ersichtlich, dab 
auch bei diesem Autolysat eine gewisse Hemmung durch die 
frisch geléste w-Glucose vorhanden ist. Die Hemmung durch 
die a-Form der Glucose ist aber deutlich geringer als die 
Hemmung durch die in der Lésung vorhandene Gleichgewichts- 
glucose. Die Hemmung durch die Fructose ist bei diesem 
Autolysat noch bedeutend gréBer als die Hemmung durch 
Glucose (Gleichgewichts- und w-Form). Die Berechnung der 
Dissoziations- und Affinitaitskonstanten der Glucose—Saccharase- 


- 
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Tabelle 3. 


Autolysat L, aus unvorbehandelter Léwenbriuhefe. If = 0,9. 
Hemmung der Saccharasewirkung durch Fructose und Glucose. 
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, 3 & 
bP ids 
: s S&S io 2. pe 
Zuckerkonzentration Min. | Drehung}| & 3 |b a = o 
2's see" 
a ie & 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (2,67) — 100 
0,5 2,64 ns 
10 2,07 0,60 
15 1,75 0,92 
20 1,49 1,18 
Robrzucker 0,117 m. 0 (— 0,98) —_— 60 
Fructose 0,22 m. 0,5 | —0,95 _ 
10 —1,80 0,87 
15 —1,47 0,54 
20 —1,68 0,70 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,68) _ 85 
a-Glucose 0,22 m. 0,5 . — 
10 4,17 0,51 
15 8,94 0,74 
20 3,71 0,97 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,77) — 72 
Gleichgewichtsglucose 0,22 m. 0,5 . — 
10 4,88 0,44 
15 4,12 0,65 
20 3,92 0,85 











verbindungen und Fructose—Saccharaseverbindnngen gestaltet 


sich folgendermaBen: 


Autolysat aus unvorbehandelter Liwenbriuhefe. 


Tabelle 4. 


If = 0,39. 
Berechnung von K,, (K,,,) und Ky, (Ky,) fir Fractose und Glucose. 























Zuckerkonzentration 0/0 Kh) | Be he) 
ecg page 1,67 0,079 12,7 
ne nano mg 1,18 0,290 3,4 
Gialehicewiahthaiaoces og 1,39 0,135 1,3 


Sete | 
' 
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Die Affinititskonstante der Fructose—Saccharaseverbindung 
(Ky,) war also 12,7, wahrend die entsprechende Konstante 
der a-Glucose—Saccharaseverbindung (Ky,) zu 3,4 berechnet 
wurde. Das Produkt Ky,-Ky, betrigt also in diesem Falle 43, 
wihrend die Affinititskonstante der Rohrzucker—Saccharase- 
verbindung zu 27 berechnet wurde. 


> 


Versuche mit dem Autolysat L, aus mit Rohrzucker maBig 
vorbehandelter Lowenbrauhefe. 

In einer neuerdings erschienenen Arbeit fand der eine 
von uns (K. J.), daB die Hemmung der Saccharasewirkung 
eines Autolysates aus Miinchner Liéwenbrauhefe, welche einer 

Tabelle 5. 


Autolysat L, aus mit Rohrzucker miBig vorbehandelter Léwenbriuhefe. 
If = 0,60. Affinitét zu Rohrzucker. 














Rohrzuck Dreh ak oo 
rzucker- . | rehungs- angs- 
konzentration | Minuten Drehung audetang guabatadie 
keit 
0,0287 m, 0 (0,54) te 43 
0,5 0,58 on 
5 0,40 0,14 
10 0,28 0,26 
15 0,16 0,38 
0,047 m. e. (1,07) = 71 
0,5 1,05 — 
5 0,84 0,28 
10 0,63 0,44 
15 0,44 0,68 
0,060 m, 0 (1,35) — 86 
0,5 1,32 nie 
5 1,07 0,28 
10 0,78 0,57 
15 0,59 0,16 
- 0,083 m. 0 (1,91) — 97 
0,5 1,88 _ 
5 1,59 0,32 
10 1,30 0,61 
15 1,03 0,88 
0,118 m. 0 (2,68) —_ 100 
0,5 2,65 “<n 
5 2,35 0,88 
10 2,05 0,68 
15 1,75 
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kurzen Vorbehandlung durch Rohrzucker unterworfen war, durch 
die beiden Formen der Glucose keimeswegs so groBe Ver- 
schiedenheiten zeigt, wie die Versuche von R. Kuhn ergeben 
haben. Auch war die Hemmung durch a-Glucose noch etwas 
gréBer als beim oben beschriebenen Autolysat aus unvor- 
behandelter Hefe. Bei der Priifung eines solchen miaBig vor- 
behandelten Autolysats wurden nun Ahnliche Resultate er- 
halten. Das Autolysat, dessen Jf-Wert zu 0,60 bestimmt war, 
zeigte eine Affinitat zu Rohrzucker,.welche sehr nahe gleich 
der Affinitit des oben beschriebenen Autolysates L, ist, namlich 
K,, = etwa 0,037 und Ky = etwa 27. 

Die Hemmungsversuche mit Fructose und Glucose sind in 
der Tab. 6 wiedergegeben. 


Tabelle 6. 
Autolysat L, aus mit Rohrzucker miBig vorbehandelter Léwenbriuhefe. 
If =0,60. Hemmung der Saccharasewirkung durch Fructose und Glucose. 














r per ond 
: ngs- angs- 
Zuckerkonzentration Min. | Drehung ae ges skein dig- 
keit 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (2,66) |}. — 100 
0,5 _ 
10 2,06 0,60 
15 1,76 0,90 
20 1,47 1,19 
Rohrzucker 0,117m. | O {|(—0,86) — 62 
Fructose 0,22 m. 0,5 | —0,88 —_ 
10 | —1,22 0,86 
15 | —1,48 0,57 
20 | —1,61 0,75 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,65) — 81 
«-Glucose 0,22 m. 0,5 4,63 ~- 
10 4,17 0,48 
15 8,91 0,74 
20 3,71 0,94 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,70) — : 80 
Gleichgew.-Glucose 0,22 m. 0,5 4,68 _ 
10 4,22 0,48 
15 3,98 0,72 
20 3,77 0,938 














Die Hemmung durch die beiden ‘Formen der Glucose 
wurde also in diesem Falle sehr nahe von derselben Griéfe 
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gefunden, die Hemmung durch Fructose dagegen noch wesent- 
lich gréBer als die Hemmung durch Glucose. 

Die Berechnung der Dissoziations- und Affinitatskonstanten 
der Fructose- und Glucose—Saccharaseverbindungen finden sich 


in der Tab. 7. 

Tabelle 7. 
Autolysat aus mit Rohrzucker maB8ig vorbehandelter Léwenbriuhefe. 
If = 0,60. Berechnung von XK,, (K,,) und Ky (Kj) fiir Fructose und 

















Glucose. 

Zuckerkonzentration Pe Vo / xy (Ky) K Mu, (K M,) 
Rohrzucker 0,117 m. 1,61 0,087 11,5 
Fructose 0,22 m. 

Rohrzucker 0,117 m. 1,23 0,23 4,3 
a-Glucose 0,22 m. 
Rohrzucker 0,117 m. 1,25 0,21 4,7 
Gleichgew.-Glucose 0,22 m. 











Das Produkt Ky,-Ky, fiir dieses Autolysat ergibt sich 
also zu 11,5-4,3 = 49 oder nur unbedeutend hoher als das 
entsprechende Produkt beim Autolysat L,. 


Versuche mit dem Autolysat L, aus der mit Rohrzucker nach 
Willstatter, Lowry und Schneider 
. vorbehandelten Lowenbrauhefe. 


Die beschriebenen Versuche hatten also gezeigt, daB durch 
die Vorbehandlung der Hefe die Affinititsverhiltnisse der 
Hefe—Saccharase Anderung erleiden kénnen. Durch eine weiter 
getriebene Vorbehandlung, wie die von Willstatter und 
Schneider empfohlene Vorbehandlung mit Rohrzucker bei 
minimaler Zuckerkonzentration, lassen sich die Verschiedenheiten 
beziiglich der Hemmung durch die verschiedenen Formen der 
Glucose und durch die Fructose noch weiter ausgleichen. Die 
unten mitgeteilten Versuche beziehen sich auf ein Autolysat, 
welches durch rasche Autolyse bei 30° von solcher vorbehandelter 
Hefe gewonnen war. Das Autolysat zeigte den Jf-Wert 2,26. 
Zu jedem der folgenden Versuche kamen wieder 2 ccm des 
im Verhiltnis 1:10 verdiinnten Autolysates (entsprechend 
6,66 mg Trockengewicht) zur Verwendung. 
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Autolysat L, aus mit Rohrzucker n. Willstatter, Lowry u. Schneider 


vorbehandelter Liéwenbriuhefe. If = 2,26. Affinitét zu Rohrzucker. 
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Tabelle 8. 

















Rohrzuck Dreh ithe 
ohrzucker- : rehungs- angs- 
konzentration Minates Drehung sndenate Geto teic- 
keit 
0,0237 m. 0 (0,54) on 48 
0,5 0,52 “ne 
5 0,35 0,19 
10 0,18 0,36 
15 0,04 0,50 
0,0480 m. 0 (1,09) want 78 
0,5 1,06 _ 
5 0,78 0,31 
10 0,50 0,59 
15 0,21 0,88 
0,0605 m. 0 (1,39) — 90 
0,5 1,35 — 
5 1,03 0,36 
10 0,70 0,69 
15 0,41 0,98 
0,0830 m. 0 (1,90) “— 98 
0,5 1,86 — 
5 1,50 0,40 
10 1,12 0,78 
15 0,77 1,18 
0,117 m. 0 (2,67) — 100 - 
0,5 2,63 vis 
5 2,27 0,40 
10 1,87 0,80 
15 1,50 1,17 











Die Dissoziationskonstante der Saccharase—Rohrzucker- 
verbindung wurde berechnet zu K,, = etwa 0,031 oder Ky = 
etwa 32, also etwas héhere Affinitét als beim Autolysat aus 
der unvorbehandelten Hefe. 

Die mit dem Autolysat L, ausgefiihrten Hemmungsversuche 
zeigen nun, daB die Hemmung durch Fructose etwas kleiner 
war als beim Autolysat L,, wahrend die Hemmung durch 
«-Glucose nach der Vorbehandlung mit Rohrzucker bedeutend 
vergréiext war. Gleichzeitig mit dem Ausgleich der Ver- 
schiedenheiten bezgl. der Hemmungen durch Fructose und Glu- 
cose findet ein Ausgleich zwischen dem verschiedenen Ver- 
halten der mutameren Formen der Glucose statt. 
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Autolysat L, aus mit Rohrzucker nach Willstatter, Lowry und 
Schneider vorbehandelter Léwenbriuhefe. Jf = 2,26. Hemmung durch 
Fructose und Glucose. 














Relative 
Zuckerkonzentration Min. | Drehung ‘Nader peach lite. 
keit 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (2,68) _— 100 | 
0,5} 2,64 ~ 
10 1,88 0,80 
15 1,58 1,15 
20 1,18 1,50 
Rohrzucker 0,117 m. 0 {|(—0,89) _ 69 
Fructose 0,22 m. 0,5 | —0, ~- 
10 | —1,44 0,55 
15 | —1,67 0,78 
20 | —1,91 1,02 
Rohbrzucker 0,117 m. 0 (4,68) _ 16 
«-Glucose 0,22 m. 0,5 4,60 a 
10 4,05 0,58 
15 3,14 0,89 
20 3,47 1,16 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,70) — 15 
Gleichgew.-Glucose 0,22 m. 0,5 4,67 —_ 
10 4,18 0,57 
15 3,82 0,88 
20 3,53 1,17 














Die Berechnung der Dissoziations- und Affinititskonstanten 
der betreffenden Zucker—Saccharaseverbindungen ergibt die 
folgenden Werte. 


Tabelle 10. 


a aus mit Rohrzucker nach Willstaétter, Lowry und Schneider 


vorbe 


andelter Léwenbriuhefe. If = 2,26. Berechnun 
Ky, (K uy fiir Fructose und Glucose. 


g von Kn, (K,,,) und 























| Zuckerkonzentration 0% |v Kn, Kn) | Ky, (Ku, 
 Rohrzucker 0,117 m. 1,45 0,102 9,8 
| Fructose 0,22 m. 
 Rohrzucker 0,117 m. 1,32 0,144 6,9 
> «-Glucose 0,22 m. 
Rohrzucker 0,117 m. 1,38 0,140 71 
Gleichgew.-Glucose 0,22 m. 


' Bei der Berechnung des Produktes X. ou,‘ Ky, findet man, 
» daB die Verminderung des Wertes fir Ky, (Fructose) durch 
6 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLII. 
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die Erhéhung des Wertes von Ky, (a-Glucose) durch die Vor- 
behandlung mehr als ausgeglichen wird, so daB das Produkt auf 
68 gestiegen ist. Man hat also Grund, anzunehmen, daB die Er- 
hdhung der Affinitét zu Rohrzucker bei der Vorbehandlung auf die 
Steigerung der Affinitat zu «-Glucose zuriickgefihrt werden kann. 


Versuche mit dem Autolysat L, aus der mit Glucose 
nach Willstatter, Lowry und Schneider vorbehandelten 
Lowenbrauhefe. 


Aus der in dhnlicher Weise wie bei der Vorbehandlung 
mit Rohrzucker durch Garfihrung mit Glucose bei geringer 


Tabelle 11. 
Autolysat L, aus mit Glucose (a- und #-Form) nach Willstiatter, 
Lowry und Schneider vorbehandelter Liéwenbriuhefe. If = 2,35. 
Affinitit zu Rohrzucker. 


.% 














vice Fr na 
Rohrzucker- . ungs- nfangs- 
konzentration Minuten Drehung rst geschwindig- 
keit 
0,0228 m. 0 (0,52) i 47 
0,5 0,50 — 
5 0,32 0,20 
10 0,15 0,37 
15 0,01 0,51 
0,0470 m. 0 (1,08) ome 15 
0,5 1,05 ni 
5 0,76 0,32 
10 0,46 0,62 
15 0,19 0,89 
0,0590 m. 0 (1,86) — 88 
0,5 1,82 non 
5 0,98 0,38 
10 0,67 0,69 
15 0,86 1,00 
0,0825 m. 0 (1,88) a 98 
0,5 1,84 ~— 
5 1,46 0,42 
10 1,08 0,80 
1h 0,76 1,12 
0,115 m. 0 (2,68) a 100 
0,5 59 — 
5 2,20 0,48 
10 1,80 0,88 
15 1,42 1,21 
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Tabelle 12. 


Autolysat L, aus mit Glucose nach Willstatter, Lowry und Schneider 
yorbehandelter Léwenbriuhefe. If = 2,35. Hemmung durch Fructose 
und Glucose. 





- 


, saa 














Dreh he fnae 
‘ ‘ rehungs- nfan 
Zuckerkonzentration Min. | Drehung] ‘5 de rung | gesch = 
keit 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (2,69) — 100 
0,5} 2,65 _ 
10 1,86 0,83 
15 1,49 1,20 
20 1,14 | . 1,55 
Rohrzucker 0,117 m. 0 {(—1,02) — 70 
Fructose 0,22 m. 0,5 | —1,05 mee 
10 — 1,59 0,57 
15 | —1,86 0,84 
20 | —1,10 1,08 
Rohrzucker 0,117 m. 0 | (4,69) — 17 
a-Glucose 0,22 m. 0,5 4,66 ae 
10 4,05 0,64 
15 8,77 0,92 
20 3,50 1,19 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,72) — 18 
Gleichgew.-Glucose 0,22 m. 0,5 4,69 — 
10 4,12 0,60 
15 3,34 0,88" 
20 | 3,56 1,16 














Zuckerkonzentration vorbehandelten Léwenbriuhefe wurde das 
Autolysat L, vom Jf-Wert 2,35 gewonnen. Bei der Vor- 
behandlung wurde die Glucoselésung zur girenden Hefe- 
aufschliammung langsam hinzugesetzt. Die mit der Hefe 
zusammentretende Glucose war also zu einem wesentlichen 
Teil in der @-Form vorhanden. Hierdurch 148t sich vielleicht 
die Tatsache erklaren, daB beziiglich dieses Autolysates (Ky 
fir Rohrzucker = 32; Tab. 11) die Hemmung durch die Gleich- 
gewichtsform der Glucose noch deutlich verschieden von der 
Hemmung durch a-Glucose gefunden wurde (Tab. 12). Die 
Hemmung durch Fructose war aber, wie nach den friheren 
Versuchen erwartet werden konnte, etwas zuriickgegangen und 
naherte sich der Hemmung durch die Gleichgewichtsglucose. 


Die auf Grund dieser Versuche berechneten Werte der 
6* 
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Dissoziations- bzw. Affinitatskonstanten der verschiedenen Zucker-— 
Saccharaseverbindungen sind in der Tab. 13 zusammengestellt. 


Tabelle 13. 


Autolysat aus mit Glucose nach Willstitter, Lowry und Schneider 
vorbehandelter Loéwenbriiuhefe. If = 2,35. Berechnung von &,,, (K,,,) 
und Ky (Ky,) fir Fructose und Glucose. 























Zuckerkonzentration v/v En, Em) Ky (K M) 
Rohrzucker 0,117 m. 1,48 0,107 9,3 
Fructose 0,22 m. 

Rohrzucker 0,117 m. 1,30 0,154 6,5 
a-Glucose 0,22 m. 
Rohrzucker 0,117 m. 1,37 0,128 7,8 
Gleichgew.-Glucose 0,22 m. 


Das Produkt Ky,-Ky, betrigt fir dieses Autolysat 60; | 


also hat die Vorbehandlung auch in diesem Falle eine Er- 
héhung des Produktes wie auch eine Erhéhung der Affinitits- 
konstante der Rohrzucker—Saccharaseverbindung zur Folge. Es 


scheint bemerkenswert, da die Vorbehandlung durch die | 


Glucose hinsichtlich der Anderung der Affinitatsverhaltnisse 


der Saccharase einen Shnlichen EinfluB austibt wie die ent- | 


sprechende Vorbehandlung durch Rohrzucker. 


Versuche mit Autolysat L, aus der mit Rohrzucker und 
a-Glucose vorbehandelten Lowenbrauhefe. 


Nachdem die schon beschriebenen Versuche erwiesen hatten, 
daB durch die Vorbehandlung der Hefe durch Rohrzucker 
(Fructose + a-Glucose) oder durch Glucose allein die Affinitat 
der Hefe—Saccharase zu der «-Glucose eine wesentliche Steige- 
rung erleidet, kénnte man erwarten, daB durch eine lange 
dauernde Vorbehandlung durch «-Glucose eine Saccharase er- 
halten wird, welche eine stirkere Affinitit zur a-Form 
der Glucose besitzt als zu der #-Form oder zu der. Fructose. 
Unsere Versuche in dieser Hinsicht haben bis jetzt zu der 
Darstellung einer Saccharase gefiihrt, welche zwar noch eine 
geringere Affinitit zu der «-Glucose als zu der Fructose be- 
sitzt, deren Affinitit zu der genannten Form der Glucose 
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aber etwas gréBer war als die Affinitét derselben Saccharase 
gur f-Form der Glucose. 

Die Vorbehandlung wurde zuerst wihrend eines Tages 
durch Giarfiihrung mit Rohrzucker vorgenommen. JDanach 
wurde aber die Girfiihrung wahrend eines 2. Tages fortgesetzt 
und zwar diesmal durch «-Glucose. Um die Vorbehandlung 
soweit wie méglich durch die frisch geléste Form der Glucose 
durchfihren zu kénnen, ohne daB eine gréBere Menge von 
8-Glucose der Hefe zur Verfiigung stand, wurde der Zucker 
portionenweise in fester Form zu dem Girungsgemisch hinzu- 
gesetzt. Der o-Zucker wurde dann ziemlich schnell nach der 


Tabelle 14. 


Autolysat L, aus mit Rohrzucker und o-Glucose vorbehandelter Léwen-, 
briuhefe. Jf = 1,33. Affinitét zu Rohrzucker. 








Relative 
Rohrzucker- Minuten Drehung Drehungs- Anfangs- 








konzentration ainderung | geschwindig- 
keit 
0,0237 m. 0 (0,54) ~ 50 
0,5 52 inte 
5 0,88 0,16 
10 0,26 0,28 
15 0,15 0,39 
0,0495 m. 07 (1,13) — 80 
0,5 1,10 _— 
5 0,88 0,25 
10 0,65 0,48 
15 0,43 0,70 
0,0605 m. 0 (1,388) eRe 90 
| 0,5 1,35 ~~ 
5 1,09 0,29 
10 0,85 0,53 
15 0,60 0,78 


0,0840 m. 
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Auflésung durch die Tatigkeit der Hefe weggeschafit, ehe ein 
Ubergang zur 6-Form in gréBerem Umfang stattgefunden hatte. 

Das aus der an Saccharase angereicherten Hefe durch Auto- 
lyse bei 30° gewonnene Autolysat zeigte Jf = 1,33. Von dem 
im Verhiltnis 1:10 verdiinnten Autolysat kamen auch jetzt 
zu jedem der im folgenden mitgeteilten Versuche 2 ccm (8,9 mg 
Trockengewicht) zur Verwendung. 

Die Untersuchung des EKinflusses der Substratkonzentration 
auf die Geschwindigkeit der Rohrzuckerspaltung durch diese 
‘Saccharase ergab, daB die Affinitit zwischen der Saccharase 
und Rohrzucker von derselben GréBenordnung war wie bei den 
anderen durch Rohrzucker oder Glucose vorbehandelten Auto- 
lysaten. Die Dissoziationskonstante der Rohrzucker—Saccharase- 
verbindung wurde zu rund 0,030 und Ky = etwa 33 bestimmt. 

Die Versuchsdaten iiber die hemmende Wirkung der ver- 


Tabelle 15. 


Autolysat L, aus mit Rohrzucker und o-Glucose vorbehandelter Liwen- 
briiuhefe. Jf = 1,33. Hemmung durch Fructose und Glucose. 














: ry ta 
: : Drehungs- nfangs- 
Zuckerkonzentration Min. | Drehung] ‘5 ae ae ges siwindi g- 
keit 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (2,71) — 100 
0,5) 2,68 — 
10 2,08 0,63 
15 1,76 0,95 
20 1,51 1,20 
Rohrzucker 0,117 m. 0 |(—0,86) —_ 64 
Fructose 0,22 in. 0,5 | —0,88 _— 
10 | —1,26 0,40 
15 —1,46 0,60 
20 — 1,62 0, 16 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,72) _ 68 
a-Glucose 0,22 m. 0,5 A _ 
10 4,29 0,48 
15 4,08 0,64 
20 8,86 0,86 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,74) — eh 
Gleichgew.-Glucose 0,22 m. 0,5 4,72 _ 
10 | 4,29 0,45 
15 |: 407 0,67 
20 8,85 0,89 
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schiedenen Glucoseformen und der Fructose sind in der vor- 
stehenden Tab. 15 zusammengestellt. 

Die aus diesen Versuchen berechenbaren Dissoziations- 
und Affinitatskonstanten der Verbindungen der untersuchten 
Saccharase mit Fructose und Glucose sind in der Tab. 16 
zusammengestellt. 


Tabelle 16. 


Autolysat aus mit Rohrzucker und a-Glucose vorbehandelter Liéwen- 
brauhefe. Jf = 1,33. Berechnung von En, (E,,,) und K M, (Ky,.) fiir 
Fructose und Glucose. 























: Zuckerkonzentration . |v Ky (Km,) Ky, (Ky, 
Rohrzucker 0,117 m. 1,56 | 0,080 12,5 
Fructose 0,22 m. : 

Rohrzucker 0,117 m. 1,47 | 0,096 . 104 
a-Glucose 0,22 m. 
Rohrzucker 0,117 m. 1,39 0,115 8,7 
Gleichgew.-Glucose 0,22 m. 


Bei diesem Autolysat findet man also das Produkt 
Ky,* Ky, = 12,5-10,4 = 130. Dieser Wert ist also 4mal so 
groB wie die Affinititskonstante der Rohrzucker—Saccharase- 
verbindung. 



















Studien tiber strukturisomere Formen der 2,5-Dioxo- 
piperazine und der Polypeptide. 
Von 
Emil Abderhalden und Ernst Schwab. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung 
der Wissenschaften.) 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitdt Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25. November 1925.) 


Wir haben kiirzlich mitgeteilt*), daB es uns gelungen ist, 
2,5-Dioxo-piperazine in Enolform zu gewinnen, und zwar 
sprechen alle Beobachtungen dafiir, daB das erhaltene Produkt 
die Doppelbindung zwischen Kohlenstoffatomen aufweist. Der 
erwihnte Befund bildet den Ausgangspunkt zu eingehenden 
vergleichenden Studien iiber die Kigenschaften der nunmehr 
zur Verftigung stehenden beiden desmotropen Formen von 
2,5-Dioxo-piperazinen. Vor allen Dingen interessiert natiirlich 
in erhéhtem Grade das Verhalten der neuen Form gegeniiber 
Bedingungen, die zur Aufspaltung des Ringes fihren. Weiter- 
hin haben wir den Versuch unternommen, aus der enoli- 
sierten Form des Anhydrids das entsprechende Di- 
peptid ebenfalls in der Enolform zu gewinnen. Dieses 
Ziel ist, wie im folgenden mitgeteilt wird, erreicht worden. 
Von besonders groBer Bedeutung ist die Feststellung, dai 
Glycinanhydrid in der Enolform rascher der Auf- 
spaltung unterliegt und ein ganz anderes Verhalten 
zeigt als die stabile Form des 2,5-Dioxo-piperazins. 





1) Diese Zs. Bd. 149, S. 100, 298 (1925). 
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In diesem Zusammenhang sei der Darstellung des 0,0’-Di- 
benzylathers des Glykokollanhydrids durch Karrer, Gra- 
nacher und Schlosser’) gedacht. 

Unsere Beobachtungen fiihren uns zu der Anschauung, 
daB in den Proteinen je nach ihrer Art desmotrope 
Formen von Anhydriden der oben erwihnten Art ent- 
halten sind. Die leichte Uberfthrbarkeit der Enolform in die 
stabile Form des Anhydrids erscheint uns von sehr grofer 
Bedeutung. Vor allen Dingen erscheint es bedeutungsvoll, dab 
die Enolform sich bei der Aufspaltung ganz anders verhilt 
als die stabile Form. Es ist sehr naheliegend, mit dieser 
Feststellung das verschiedene Verhalten der einzelnen Protein- 
arten gegeniiber der Aufspaltung bei der Verdauung in Be- 
ziehung zu setzen. Jene Proteine, die wie Seidenfibroin, 
Keratinarten usw. auBerordentlich widerstandsfahig sind, dirften 
durch den Besitz der stabilen Anhydridform ausgezeichnet sein, 
wihrend denjenigen Proteinen, die als Nahrungsstoffe in Frage 
kommen und die im Zellstoffwechsel fortwihrenden Verinde- 
rungen unterworfen sind, Ringsysteme eigen sein diirften, die 
der Enol-Anhydridform (in Frage kommt vor allem auch die 
Halbenolform und ferner jene, die die Doppelbindung 
zwischen C und N enthialt) entsprechen. Diese Ansicht, die 
wir schon mehrfach vertreten haben, gewinnt auf Grund der 
mitgeteilten Beobachtungen an Wahrscheinlichkeit. Wir setzen 
unsere Studien in der erwahnten Richtung selbstverstindlich auf 
breiterer Grundlage fort und erwarten, da uns das erschlossene 
Arbeitsgebiet fiir einige Zeit gewahrt bleibt. Es gilt vor 
allem auch vergleichende Versuche iiber die Oxydation und 
Reduktion desmotroper Anhydridformen durchzufihren. 

Der Umstand, da6 aus der Enolform enolisierte Polypeptide 
hervorgehen kénnen und eventuell schon bei der Aufspaltung 
der betreffenden Ringsysteme Verwandlungen vor sich gehen, 
durch die Beziehungen zu Aminoalkoholen, Aminoaldehden usw. 
gegeben sind, erdffnet ganz neue Hinblicke in das Verhalten 
der EiweiBabbaustufen im Stoffwechsel. Es ist nicht aus- - 





*) Helvetica chimica acta Bd. 6, S. 1108 (1928). 
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geschlossen, daB die Vorstellung, wonach der Abbau der Pro- 
teine im Zellstoffwechsel iiber Aminosauren fihrt, nicht restlos 
aufrechterhalten werden kann. Ebenso ist es denkbar, daf 
schon bei der Verdauung im Magendarmkanal Produkte auf- 
treten und zur Resorption gelangen, die nicht Aminosduren 
darstellen. Ferner ist es méglich, daB schon bei der Ver- 
kuppelung von Aminosiuren in Zellen Bedingungen vorhanden 
sind, die zu enolisierten Verbindungen fihren. Alle diese 
Fragen sind jetzt der Prifung guginglich. Es sind bereits 
Versuche iiber das Verhalten der desmotropen Formen der 
erwihnten Anhydride und Polypeptide in der erwihnten Rich- 
tung im Gange, und ebenso wird ihr Verhalten im Stoffwcehsel 
und im iiberlebenden Organ gepriift. 

Wir méchten weiterhin darauf hinweisen, daB die Fest- 
stellung der durch Studien an Polypeptiden und 2,5-Dioxo- 
piperazinen und zugleich an Peptonen und an LEiweif 
erschlossenen Strukturverhiltnisse des EKiweiBes eine ganz 
andere EKinstellung von uns zum Problem der Entstehung 
cyclischer Verbindungen im Pflanzen- und Tierorganismus 
erfordert. Von den enolisierten Verbindungen aus und speziell 
von der Enol-Anhydridform lassen sich leicht Briicken zu 
verschiedenen Klassen von aromatischen Verbindungen schlagen. 
Die Méglichkeit z. B. der Bildung von Cholesterin im Organis- 
mus, die in neuerer Zeit von verschiedenen Seiten als ge- 
sichert hingestellt wird, erhalt durch unseren Befund und die 
sich daran anschlieBenden Méglichkeiten einen festeren Boden. 

Auch die physikalischen Eigenschaften der Proteine und 
vor allen Dingen die Zustandsiinderungen erscheinen von den 
erwahnten Gesichtspunkten aus in einem ganz neuen Lichte, 
besonders in Hinsicht auf den Umstand der beobachteten Um- 
lagerung der Enolform des Glycinanhydrids in die stabile 
Form beim Erwirmen seiner Lésung auf 90—100°. 

Hinzufiigen wollen wir noch, daB die gemachten Beob- 
achtungen noch mancherlei Probleme aufrollen und fiir manche 
Befunde eine Erklarung geben. So 14Bt sich vielleicht der 
Umstand, daB es trotz sorgsamster Vermeidung aller Bedin- 
gungen, die zu einer Racemisierung fihren kénnen, nicht ge- 
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lungen ist, die optisch-aktiven Aminosiuren ohne Beimengung 
der Racemform zu erhalten, auf das Vorhandensein vollstandig 
oder teilweise enolisierter Anhydride zuriickfiihren.') Die 
Halbenolform und eine weitere desmotrope Form der Anhy- 
dride, die die Doppelbindung zwischen Kohlenstoff und Stick- 
stoff aufweist, fiihren zu optisch aktiven Spaltprodukten. Wir 
werden die von uns dargestellten Verbindungen in Hinsicht 
auf ihr optisches Verhalten, ausgehend von optisch aktiven 
Polypeptiden genau priifen und, ferner feststellen, ob es nicht 
auch méglich ist, zu Halbenolformen zu gelangen. 


f 


Experimenteller Teil. 
Aufspaltung enolisierter Anhydride zu Dipeptiden. 
Glycyl-glycin. 

2g enolisiertes Glycinanhydrid werden in 20 ccm 
kalte Normalnatronlauge eingetragen.’ Es wird bis zur Lésung 
geschiittelt und dann mit Jodwasserstoffsiure neutralisiert und 
die Lésung unter vermindertem Druck bei 50—60° Wasserbad- 
temperatur zur Trockne verdampft. Das durch Auskochen mit 
Alkohol vom Natriumjodid befreite Dipeptid zeigt ungesattig- 
ten Charakter. Es entfirbt in der Kalte Permanganatlésung; 
Salpetersiure gibt Xanthoproteinreaktion, Samtliche An- 
hydridreaktionen fallen negativ aus, die Ninhydrinreaktion 
ist positiv. In Natronlauge lést sich die Verbindung mit 
intensiver Gelbfirbung, die beim Erwirmen schwicher 
wird und nach kurzem Kochen ganz verschwindet. Bemerkens- 
wert ist, dab sich das enolisierte Glycinanhydrid beim 
Erwirmen seiner waBrigen Lésung schon zwischen 90° 
und 100°C in die Ketoform umlagert; auch zeichnet 
sich die Enolform des Glycinanhydrids durch gréBere 
Léslichkeit gegeniiber der Ketoform aus. 

Methylierung. 1g Dipeptid wurde in 80 ccm Ather 
suspendiert und der Einwirkung iiberschiissigen Diazomethans 





1) Vgl. hierzu die Beobachtung von P. A. Levene u. M. H. Pfaltz, 
Jl. biol. Chem. 63. 661 (1925). 
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iiberlassen. Es trat sofort lebhafte Gasentwicklung auf. Das 
Reaktionsprodukt ist in Ather, Alkohol leicht léslich; es stellt 
eine stark basisch reagierende Masse dar, die noch nicht 
krystallisiert erhalten werden konnte. Nach den Analysen- 
ergebnissen war dem zu erwartenden Ather—Ester noch Ester 
beigemengt. 
0,0310 g Substanz verbrauchten 3,95 cem n/10- ns 
6,208 mg Substanz gaben 16,882 mg AgJ. 
Ber, fiir C,H,,0,N,; fir C,H,,0,N, Gef. 
N 17,51 %/, 19,19 %/, 17,85 °/, 
CH,O 38,77 21,24 35,98 


d,l- Leucyl-glycin. 

Die ungesiattigte Form des Leucyl-glycins stellten wir 
einerseits durch Aufspaltung des entsprechenden Anhydrids 
dar, andererseits erhielten wir sie beim Erhitzen von gewdhn- 
lichem Leucyl-glycyl-leucin mit der zehnfachen Menge Dipheny}- 
amin im Olbad auf 200° neben Anhydrid. Offenbar stellt das 
ungesattigte Dipeptid die Vorstufe dar bei der Bildung des 
enolisierten Anhydrids. 

Nach Entfernung des Diphenylamins durch Ausziehen mit 
Ather, wurde der Riickstand mit Chloroform extrahiert, wobei 
das Anhydrid in Liésung ging, und die isomere ungesittigte 
Form des Dipeptids — in einer Ausbeute von etwa 20°/, der 
angewandten Menge — zuriickblieb. Die Verbindung zeigt 
dieselben Higenschaften wie das analoge Glycyl-glycin. Sie 
entfarbt in der Kalte Permanganatlésung, Salpetersiiure gibt 
Gelbfirbung; die Anhydridreaktionen fallen negativ aus, die 
Ninhydrinreaktion positiv. In Natronlauge lést sie sich mit 
gelber Farbe, die je nach dem p, der Liésung in der Kalte 
mehr oder weniger bestindig ist, beim Erhitzen rasch ver- 
schwindet. 


Vergleichende Aufspaltungsversuche der isomeren Formen des 
Leucyl-glycins. | 

Zur Aufspaltung, die wir durch Messung der Wa aeteitof 

ionenkonzentration mittels der Gaskette verfolgten, wandten 
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wir m/20-Lésungen der Peptide in n/5-Natronlauge an. Wah- 
rend bei der gesittigten Form des Leucyl-glycins nach 15 Stun- 
den noch keine Hydrolyse festzustellen war, war die ungesittigte 
Verbindung bereits nach 9 Stunden quantitativ gespalten. 


Leucyl-glycin, Ketoform. 


m/20-Lésung in n/5-NaOH ergab ein py von 12,94 
nach 15 Stunden gefunden: Pu 12,96. 


Leucyl-glycin, Enolform. 
m/20-Lésung in n/5-NaOH ergab ein Ausgangs-py von 12,95. 


Enolatbildung fand demnach nicht statt, da kein Absinken 
des p, gegentiber dem der Ketoform unter den gleichen Be- 
dingungen eintrat. 








Ablesung nach 





1h 55’ 


25° | th | th 40’ 2h 20° | 2h 50’ | Sh 20’ 




















Pu 12,81 | 12,76 12,52 | 12,45 | 12,31 12,26 | 11,84 








Ablesung nach 





5h 30’ | 6h 30’ | Th 30’ | 7h 50’ | Sh 50° | 48h 























Pr 10,48 | 10,36 | 10,84 | 10,81 | 10,16 | 10,14 


Die Vollstandigkeit der Spaltung wurde durch die jodo- 
metrische Cu-Bestimmung der Kupferverbindung der Spalt- 
produkte bestitigt. 

Fir die Kupferverbindung wurden 0,1 com m/20 der Ver- 
suchslésung angewandt. Verbraucht wurden 2,5 ccm n/500- 
Thiosulfatlésung. 1 ccm entspr. 25 n/250 = 1/,, normal auf 
COOH berechnet (da 1 Cu” (= 1J) = 2(NH,...COOH}). Da 
die Ausgangslisung 1/,, normal stark war, verlief die Hydro- 
lyse demnach quantitativ. 

Uber die hier angewandte Methode wird der eine von 
uns (A.) demnichst gemeinsam mit Richard Haas berichten. 
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iiberlassen. Es trat sofort lebhafte Gasentwicklung auf. Das 
Reaktionsprodukt ist in Ather, Alkohol leicht léslich; es stellt 
eine stark basisch reagierende Masse dar, die noch nicht 
krystallisiert erhalten werden konnte. Nach den Analysen- 
ergebnissen war dem zu erwartenden Ather—Ester noch Ester 
beigemengt. 


0,0310 g Substanz verbrauchten 8,95 cem n/i0-H,SO,. 
6,208 mg Substanz gaben 16,882 mg AgJ. 
Ber. fiir C,H,,0,N,; fiir C,H,,0,N, Gef. 
N 17,51 °/, 19,19 °/, 17,85 °/, 
CH,O 88,77 21,24 35,98 


d,l-Leucyl-glycin. 

Die ungesittigte Form des Leucyl-glycins stellten wir 
einerseits durch Aufspaltung des entsprechenden Anhydrids 
dar, andererseits erhielten wir sie beim Erhitzen von gewoéhn- 
lichem Leucyl-glycyl-leucin mit der zehnfachen Menge Dipheny!- 
amin im Olbad auf 200° neben Anhydrid. Offenbar stellt das 
ungesattigte Dipeptid die Vorstufe dar bei der Bildung des 
enolisierten Anhydrids. | 

Nach Entfernung des Diphenylamins durch Ausziehen mit 
Ather, wurde der Riickstand mit Chloroform extrahiert, wobei 
das Anhydrid in Lésung ging, und die isomere ungesittigte 
Form des Dipeptids — in einer Ausbeute von etwa 20°/, der 
angewandten Menge — zuriickblieb. Die Verbindung zeigt 
dieselben Kigenschaften wie das analoge Glycyl-glycin. Sie 
entfarbt in der Kalte Permanganatlésung, Salpetersiure gibt 
Gelbfirbung; die Anhydridreaktionen fallen negativ aus, die 
Ninhydrinreaktion positiv. In Natronlauge lést sie sich mit 
gelber Farbe, die je nach dem p,, der Lésung in der Kalte 
mehr oder weniger bestindig ist, beim Erhitzen rasch ver- 
schwindet. 


Vergleichende Aufspaltungsversuche der isomeren Formen des 
Leucyl-glycins. 

Zur Aufspaltung, die wir durch Messung der Wasserstofl- 

ionenkonzentration mittels der Gaskette verfolgten, wandten 
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wir m/20-Lésungen der Peptide in n/5-Natronlauge an. Wah- 
rend bei der gesittigten Form des Leucyl-glycins nach 15 Stun- 
den noch keine Hydrolyse festzustellen war, war die ungesittigte 
Verbindung bereits nach 9 Stunden quantitativ gespalten. 


Leucyl-glycin, Ketoform. 


m/20-Lésung in n/5-NaOH ergab ein py von 12,94 
nach 15 Stunden gefunden: Pu 12,96. 


Leucyl-glycin, Enolform. 
m/20-Lisung in n/5-NaOH ergab ein Ausgangs-py von 12,95. 


Enolatbildung fand demnach nicht statt, da kein Absinken 
des p,, gegentiber dem der Ketoform unter den gleichen Be- 
dingungen eintrat. 








Ablesung nach 





2h 50’ | 8h 20’ 





o5 | 1h | 1h 40’ | 1h 55’ | 2h 20’ 



































Pu | 12,87 | 12,76 | 12,52 12,45 12,31 | 12,26 11,84 








Ablesung nach 





5h 30’ | 6h 30’ | Th 30° | Th 50’ | 8h 50’ | 48h 























Pr 10,48 | 10,36 | 10,84 | 10,31 | 10,16 | 10,14 


Die Vollstindigkeit der Spaltung wurde durch die jodo- 
metrische Cu-Bestimmung der Kupferverbindung der Spalt- 
produkte bestitigt. 

Fiir die Kupferverbindung wurden 0,1 com m/20 der Ver- 
suchslésung angewandt. Verbraucht wurden 2,5 ccm n/500- 
Thiosulfatlésung. 1 ccm entspr. 25 n/250 = 1/,, normal auf 
—COOH berechnet (da 1 Cu” (= 1J) = 2[NH,...COOH]). Da 
die Ausgangslésung */,, normal stark war, verlief die Hydro- 
lyse demnach quantitativ. 

Uber die hier angewandte Methode wird der eine von 
uns (A.) demnichst gemeinsam mit Richard Haas berichten. 
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n/10000-NaOH von p,, = 9,12. 


Emil Abderhalden und Ernst Schwab, Studien usw. 


Aufspaltung von Glycinanhydrid (Enolform). 
Angewandt wurde eine m/20-Lésung des Anhydrids in 


Versuch I. 








Ablesung nach 







































































5’ | 10’ | 20’ | 30’ | 40’ | 55’ | 1h 20’ | 1h 50’ | 2h 50° 
pu | 7,09 | 7,46 | 7,85 | 8,12 | 8,81 8,89 | 846 | 8,66 | 815 
Versuch IL. 
(Nach 18 stiindigem Stehenlassen der Lésung eingeschaltet.) 
Ablesung nach 
30’ | 35’ | 45° | 1h 10° | 1h 50’ | ih 40’ 
Px 7,80 | 7,86 | 7,98 8,11 8,26 | 8,39 
Versuch III. 
(Nach 22 stiindigem Stehenlassen.) 
Ablesung nach | 
15’ | 20° | 40’ | 55’ |1h 10’| 1h 50’ |2h 10’ | 2h 45’ | 3h 50’ | 6h 20’ 
pur | 7,02 | 7,12 | 7,65 | 7,82] 7,97 | 8,07 | 8,10 | 818 | 823 | 835° 





























Das anfangs beobachtete sprunghafte Absinken des p, 
gegeniiber dem Ausgangs-p,, der Lauge von 9,12 laBt auf 
Enolatbildung schlieBen; das darauffolgende allmahliche Wieder- 
ansteigen des p,, kénnte man wohl durch die Annahme einer 
katalytischen Hydrierung des Enols zum gesiattigten Alkohol 
erkliren. | | 














Beitrag zur Kenntnis des Prolins. 
Von 
Emil Abderhalden und Hans Sickel. 


Ausgefihrt mit Mitteln der Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung 
der Wissenschaften.) : 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25. November 1925.) 


Wir haben kirzlich mitgeteilt}), daB beim fermentativen 
Abbau von Casein ein Produkt gewonnen wird, das bei der 
Hydrolyse einerseits Tyrosin und andererseits Prolin liefert. 
Wir haben uns bemiht, die Struktur der erwadhnten Ver- 
bindung aufzuklaren und vor allem durch Synthese zu ihr zu 
gelangen. Die dabei gewonnenen Erfahrungen brachten es 
mit sich, daB wir uns ni&her mit der Iminosiure Prolin be- 
schiftigten. Erwahnt sei, daB wir gleichzeitig uns bemiihten, 
festzustellen, ob neben Prolin noch andere unbekannte hetero- 
cyclische Verbindungen im EiweiBmolekil zugegen sind. Vor 
allem interessierte uns das Vorkommen der Pyrrolin-a-carbon- 
siure.”) Wir haben wohl Anhaltspunkte fiir die Méglichkeit 
des Vorkommens von solchen Verbindungen gefunden, ohne 
jedoch zu einem absolut sicheren Ergebnis gelangt zu sein. 

Wir haben das Verhalten des Prolins bei der Vereste- 
rung studiert und ferner dasjenige des freien Esters und 
des Estersalzes. ; 

Wir bedienten uns eines nach der Sérensenschen Phtal- 
midmalonestersynthese*) gewonnenen Produktes. Gegeniiber 





1) Diese Zs. Bd. 144, S. 83 (1925). 
*) Vgl. hierzu Emil Fischer, Chem. Ber. Bd. 45, S. 2453 (1912). 
*) Diese Zs. Bd. 56, S. 240 (1908). 
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friiheren Vermutungen wurde festgestellt, daB das Chlorhydrat | 
des Prolinathylesters nicht nur als solches im Hoch. J 
vakuum bis 120° und in organischen Solventien vdllig be- | 
stindig ist, sondern auch in wiaBriger Lésung sehr wenig | 
Neigung zur Verseifung bzw. Abspaltung von Chlorwasserstoff 
zeigt. Als eine stabile gut krystallisierende Verbindung wurde 
auch das Prolinchlorhydrat erhalten, Der freie Athyl- 
ester ist schon mit Spuren Wassers bei gewéhnlicher Tem- 
peratur leicht verseifbar und besitzt im Gegensatz zu den 
Primaraminosaureestern nur geringe Terdenz zur Polypeptid- 
und Anhydridbildung. Wéahrend erstere nicht nachgewiesen 
werden konnte, gelang es in geringer Ausbeute ein Kuppelungs- 
produkt zu fassen, das seiner Zusammensetzung und den Eigen- | 
schaften nach als Prolinanhydrid in Dioxopiperazinstruktur 
anzusprechen ist. 

Erwahnt sei hier noch, da gelegentlich der Gewinnung 
von Prolin nach der Veresterung des ‘Gelatinehydrolysates 


mit Alkohol und Chlorwasserstoff beim Abdestillieren des | 
salzsiurehaltigen Alkohols auf dem Wasserbad in der Vor- |@ 


lage eine deutliche Doppelschichtung beobachtet wurde, die 
beim Vermischen gréBere Mengen Chloraithyls schiumend | 


freigab. Da dessen Bildung bei den sehr haufig in gleicher |@ 


Weise durchgefiihrten Veresterungen anderer KiweiBhydrolysate © 
noch nicht festgestellt worden ist, ware in diesem Falle viel- | 
leicht ein unter gewissen, noch unbekannten Bedingungen ein- 
tretender Zerfall des Prolinesterchlorhydrates daftir in Er- 
Wwigung zu ziehen. 


CH,—CH, 
da, GH-000'G,H, + HCl —> (,H,0,N-HCl . 
NH... HCl 


Dieser hypothetische Vorgang in Verbindung mit der 
beobachteten sehr leichten Verseifbarkeit des freien Prolin- 
esters mit geringen Wassermengen wiirde gleichzeitig eine Er- 
klirung fiir die unterschiedlichen Ausbeuten an Prolin bei der 
K. Fischerschen Estermethode selbst (einmalige Veresterung), 
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wie auch im Vergleich mit den Ergebnissen der Dakinschen 


Butylalkoholextraktionsmethode?) ergeben. 


Experimentelles, 


5,7 g dl-Prolin vom Schmelzp, 207—208° (korr. 10° p/min.) 
wurden in 50 ccm absoluten Alkohols gelést und mit ge- 
trocknetem Chlorwasserstoff gesittigt bis zur Siedetemperatur 
des Gemisches. Der nach dem Entfernen der alkoholischen 
Salzsiure im Vakuum bei 40° verbliebene Riickstand erfuhr 
die gleiche Behandlung nochmals, Die Destillate erwiesen sich 
als stickstofffrei. Der zuletzt erhaltene sirupése Riickstand 
gab im Hochvakuum 1 Stunde auf 120° gehalten nur noch 
0,45 g stickstofffreies Destillat in die gut gekihlte Vorlage. 
Er wog 8,61 g (berechnet sind 8,88 g) und stellte in der Kilte 
einen fast starren, braunlich gefirbten Sirup dar. 

Der salzsaure Ester wurde nun auf 50 ccm in absolutem 
Alkohol gelést. 1 com dieser Lisung bendtigte 9,30 cem n/10- 
AgNO,-Lisung. 

Gef. 20,16, HCl Ber. 20,31 °/, HCl. 


Durch Zusatz der aquivalenten Menge Natriumalkoholates 
in 5° iger alkoholischer Lésung und 1/, Vol. Athers, langeres 
Kiihlen bei 0° und Abzentrifugieren des ausgeschiedenen Koch- 
salzes wurde die iAtheralkoholische Lésung des freien Esters 
erhalten. Etwa 4°/, des NaCl blieben trotz wiederholten 
Kihlens in Lésung. Das Gemisch wurde dann fraktioniert 
destilliert. 


1. Fraktion: 
31° AuBentemp. 40—45 mm Hg 50ccm N-frei 


2. Fraktion: 
35° Aufentemp. 25—11 mmHg 385 ccm 2 ccm n-N (0,28 g Ester) 


3. Fraktion: 
90° AuBentemp. 10—-11 mmHg 4,52g Prolinithylester (als Chlor- 
78—79° Innentemp. hydrat bestimmt). 
Auch nach lingerem Behandeln im Hochyakuum verblieb 
ein Riickstand von 1,8g. Der reine Ester ist eine leicht 





1) Biochemical Jl. Bd. 12, S. 290 (1918); Jl. of Biol. Chem. Bd. 44, 
S. 499 (1920). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemio, CLIT. 7 
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bewegliche Flissigkeit von schwachem, eigentiimlichen Geruch 
und brennendem Geschmack. Er reagiert stark basisch. Mit 
den gebrauchlichen organischen Solventien ist er in jedem 
Verhaltnis mischbar. 

1,2 g des Esters wurden in 10 ccm véllig trockenen Athers 
gelést und trockener Chlorwasserstoff bis zur Sattigung ein- 
geleitet. Wie schon friiher bei einem gleichen Versuch mit 
aktivem Methylester, zeigte sich auch hier ein mehliger Nieder- 
schlag, der aber bald zu einer farblosen, zihfliissigen Schicht 
zusammenschmolz. Nach mehrmaligem Dekantieren mit Ather 
und mehrtigigen Aufbewahren im Vakuum iiber H,SO, und 
NaOH erstarrte der farblose Sirup mikrokrystallin opak weiB. 
Wegen seiner auBerordentlichen Hygroskopizitét gelang die 
Bestimmung eines charakteristischen Punktes im Schmelzrohr 
nicht. Die Analyse lieferte jedoch zufriedenstellende Werte 
fiir das reine Esterchlorhydrat und somit auch fiir den ver- 
wendeten synthetischen Prolinester. 

0,1255 g Substanz bendtigten 6,98 ccm n/10-AgNO,-Lésung. 


0,0854 g i me 4,73 ccm n/10-H,SO,-Lésung. 
Gef. 20,28°/, HCl 7,76 °%, N 
Ber. fiir C,H,,0,N-HCl 20,31 ,, 5 7,80 ” 9 Molgew. 179,57. 


Aus dem bei der Esterdestillation verbliebenen Riickstand 
wurde an reiner Substanz durch Behandlung mit Alkohol, 
Ather und Essigester nur Prolin in einer Menge von 0,5¢ [7 
isoliert. Nach sorgfaltiger Fraktionierung gelangten wir | 
lediglich zu Substanzen, die in verschiedenem molekularen 
Verhialinis Natriumchlorid enthaltende Prolinfraktionen dar- 
stellten. Aus dem Atherléslichen Anteil, der allein Carbonyl- 
reaktion zeigte, konnte kein einheitliches Produkt gewonnen 
werden. 

2,8 g des Esters wurden in 20 ccm védllig wasserfreien 
Athers 10 Tage bei Zimmertemperatur in einem gut ver- 
schlossenen Kolben aufbewahrt. Bereits am zweiten Tag be- 
gann die Krystallisation von reinem dl-Prolin vom Schmelz- 
punkt 209°. Nach dem Unmfiillen in ein anderes GefiB ging 
die Abscheidung wieder in beschleunigtem Ma8e vor sich. So 
gewannen wir in 14 Tagen 0,1 g freie Aminosiure. Das sind nur 
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etwa 4,5°/, der theoretischen Menge. Das dazu bendtigte 
Wasser — Alkohol konnte im Destillat nachgewiesen werden — 
stammte einzig aus der im GefaB befindlichen Luftschicht her. 
Wurde diese ausgeschlossen, so erfolgte auch nach tagelangem 
Stehen keine Ausscheidung von Prolin mehr. 

Nachdem der Ester in konzentrierter (15 °/, iger) atherischer 
Lésung 3 Wochen bei Zimmertemperatur sich selbst iiber- 
lassen geblieben war, trennten wir etwa 90°/, unter oben an- 
gefihrten Bedingungen als Prolinester durch Destillation ab. 
Der im Hochvakuum bei 120° verbleibende Riickstand betrug 
0,8 g. Durch fraktioniertes Fallen konnten wir hieraus neben 
reinem Polin ein in viel Ather lésliches, in feinen Nadelchen 
krystallisierendes Produkt in geringer Ausbeute erhalten, das 
bei 165° sinterte, jedoch bei 176° scharf schmolz. Gegen 
Lackmus reagierte es schwach sauer. Es zeigte weder die 
Ninhydrin-, noch die Biuret-, noch die Xanthoproteinreaktion. 
Dagegen waren die Reaktionen auf die Carbonylgruppe aus- 
gesprochen positiv. Sein Geschmack ist sehr bitter. 


4,090 mg Substanz, bei 105° i. V. itiber P.O, getrocknet, lieferten 
9,370 mg CO, und 2,510 mg H,0. 


5,690 mg Substanz lieferten 0,687 com N bei 759 mm und 18°. 


1,920 mg » im 14,88 mg Campher ergaben eine Depression 
von 28,5° C, . 
Gef. 62,48°/,C 6,90°/,H 14,15°, N Molgew. 220. 
Ber. fiir C,,H,,O,N, 61,82 ,, ,, 7,26 ,, , 14,44 ,, , Molgew. 194,20. 


Das Produkt lést sich in Alkohol und Wasser leicht, in 
Chloroform und Aceton miaBig, in Kesigester schwer und in 
Ather sehr schwer. 


Versuche iiber die Bestandigkeit des Prolinchlorhydrats und 
des Prolinathylesterchlorhydrates. 


0,14 g synthetisches Prolin wurde in 6 ccm n/5-HCl ge- 
lést. Nach wiederholtem HKinengen auf dem Wasserbad, ge- 
langte schlieBlich der mit Wasser aufgenommene Trocken- 
riickstand im Vakuumexsiccator tiber H,SO, und NaOH lang- 


sam zur Trockne. Es resultierten hierbei derbe, farblose 
7* 
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Krystalle, die ohne Zersetzung bei 140° schmelzen und sich 
erst gegen 240° zersetzen. | 
76,88 mg Substanz bendtigten 5,05 cem n/10-AgNO,-Lésung. 
Gef. 23,95°/, HCl Ber. fir O,H,O,N-HCl 24,08 °/, HCl Molgew. 151,58. 
1 g des oben beschriebenen Prolinithylesterchlorhydrates 
wurden mit 20 ccm Wasser aufgenommen. Die Lésung wurde bei 
35° im Vakuum zur Trockne gebracht. Der Riickstand, wieder 
mit Wasser aufgenommen, gelangte im Vakuumexsiccator tiber 
H,SO, und NaOH zum Einengen. Es hinterblieb ein zaher, 
farbloser Sirup. Auch aus Alkohol von neuem zur Trockne 
gebracht, war er nicht krystallinisch zu erhalten. Zur Analyse 
wurde er mit Wasser auf 20 ccm geldést. In aliquoten Teilen 
wurden N und HCl bestimmt. 


0,1192 g entspr. Vol. bendtigte 6,86 ecm n/10-H,SO,-Lésung. 
O11 2 . * 6,77 cem n/10-AgNO,-Lésung. 


Gef. 8,06°% N 20,729), HCl Ber. 7,80%, N 20,81 °/, HCl. 
Diese Werte sprechen fiir eine nur geringfiigige Verseifung. 
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Uber die Kinetik der Esterspaltung durch Leberlipase. 


Von 
Dr. Nogaki (Japan). 


(Aus der medizin. Fakultat der Universitit Wien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25. November 1925.) 





Das Studium der Kinetik der Esterspaltungen durch 
Enzyme hat gezeigt, daB die Gesetze der chemischen Dynamik 
von ihrer einfachen Form vielfach Abweichungen zeigen. So 
fallen z. B. bei der Verseifung von Estern durch Leberlipase 
die fir eine monomolekulare Reaktion berechneten Konstanten 
stetig ab, wie aus den Arbeiten von Kastle und Loeven- 
hart') und seinen Mitarbeitern hervorgeht. Wird jedoch Sorge 
getragen, daB die bei der Verseifung frei werdende Siure 
neutralisiert wird, daB also die Wasserstoffionenkonzentration 
wahrend des Versuches konstant bleibt, so zeigt sich nach 
den Versuchen von Knaffl- Lenz”), daB die berechnete Reaktions- 
konstante bis gegen Ende der Reaktion ansteigt. Dies ist aber 
nur bei alkalischer Reaktion der Fall. Bei schwach saurer 
Reaktion scheint die Verseifung dem einfachen Gesetze der 
chemischen Dynamik zu gehorchen, bei stairkerer Aciditit 
nimmt die berechnete Konstante rasch ab. Aus den genannten 
Versuchen scheint hervorzugehen, da8 bei alkalischer Reaktion 
und konstantem p, die umgesetzte Menge von Alkoholestern 





1) Kastle u. Loevenhart, Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 24, 8. 491 
(1900). 

*) Knaffl-Lenz, Medd. f. K. Vetenskapsakad. Nobelinst., Bd. 6, 
Nr. 3 (1922); Arch. fiir exper. Pathol., Bd. 97, S. 259 (1928). 
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der Versuchszeit bis gegen Ende der Reaktion fast genau 
proportional ist, d.h. dab & = 2/¢ ist. Wahrend bei p, >7 
die so berechnete Konstante erst bei 80—90°/, des Umsatzes 
abnimmt, fallt sie bei p,, < 6 schon vom Beginn der Reaktion. 

Knaffl-Lenz hat zur Erklirung dieses Reaktionsverlaufes 
angenommen, daB Lipase und Ester eine intermediiire Ver- 
bindung eingehen und daB nach Zerfall dieser Verbindung, 
wobei Verseifung eintritt, die freigewordene Lipase sich wieder 
mit neuem Ester verbindet. Da der Ester im UberschuB ist, 
so bleibt bis gegen Ende der Reaktion die Konzentration der 
Ester—Lipaseverbindung konstaut, was die Proportionalitit 
zwischen Versuchszeit und umgesetzter Menge erkliren wiirde. 
Erst gegen Schlu8, wenn Ester nicht mehr im Uberschu8 vor- 
handen ist, verlaufe die Reaktion nach dem monomolekularen 
Typus. Arrhenius?) ist auf Grund einer eingehenden Kritik 
dieser Versuche zur Ansicht gelangt, daB diese Deutung nicht 
richtig ist, sondern daB die Abweichungen von der erwarteten 
GesetzmaBigkeit darauf zuriickzufiihren seien, daB die Lipase 
aus mehreren Komponenten bestehe, von denen diejenigen am 
schnellsten zerstért werden, welche die gréBte Reaktions- 
geschwindigkeit bei der Zersetzung der Ester zeigen. Dies 


wirde bei Annahme einer Verbindung von Substrat und Lipasen 


die Verlangsamung der Reaktionsgeschwindigkeit gegen Ende 
der Reaktion erklaren. Fiir eine solche Annahme fehlen 
jedoch die experimentellen Grundlagen. 

Uber Veranlassung von Herrn Prof. Knaffl-Lenz wurden 
daher neue Versuche unter sehr exakter Hinhaltung der von 
ihm in seiner Arbeit angegebenen Versuchsmethodik mit ver- 
schiedenen Estern bei verschiedenen Temperaturen ausgefiihrt, 
deren Ergebnis es héchst wahrscheinlich macht, da8 nicht 
eine allmahliche Zerstérung mehrerer gleichzeitig vorhandener 
Enzyme die Ursache der erwihnten Abweichungen ist, sondern 
daB die Verteilung des Enzyms zwischen dem Substrat und 
den Spaltungsprodukten hierfiir eine hinreichende Erklarung 





1) Arrhenius, Medd. f. K. Vetenskapsakad. Nobelinstitut, Bd. 6, 
Nr. 4 (1928). 
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geben. Die verschiedene Affinitat der Ester einerseits und der 
Fettsiuren und Alkohole andererseits zu dem Enzym wiirde 
auch die Verschiedenheit der Verseifungskurven der ver- 
schiedenen Ester verstiindlich machen. Ein mathematischer 
Ausdruck fir den Verseifungsverlauf kénnte erst gefunden 
werden, wenn die Affinitétskonstanten experimentell genau 
bestimmt werden kénnen. 

Bereits Kiihne?) zeigte, daB die Pepsinverdauung von 
Fibrin durch die Spaltprodukte gehemmt wird. Bayliss?) er- 
brachte den Nachweis einer solchen Hemmung der tryptischen 
Caseinverdauung durch Aminosiuren und Armstrong’) die 
von enzymatischer Zuckerspaltung durch Hexosen. Auch die 
Dipeptidspaltung wird nach Abderhalden und Gigon‘%) durch 
Aminosiuren gehemmt und zwar von verschiedenen Amino- 
siuren verschieden stark. Diese Tatsachen machen es wahr- 
scheinlich, daB sich die Enzyme nicht nur mit dem Sub- 
strat, sondern auch mit den Spaltprodukten verbinden. Eine 
solche Verteilung des Enzyms hat auf den Reaktionsverlauf 
denselben HinfluB wie eine allmahliche Zerstérung des Enzyms 
waihrend der Reaktion. Es ist naheliegend, daB die Lipase sich 
in dieser Beziehung ebenso verhialt wie die proteolytischen und 
saccharifizierenden Fermente, d.h. daB auch die Lipase sich 
mit den Spaltprodukten Alkohol und Saure verbindet, und 
daB die beobachtete Reaktionsverlangsamung darin ihre Er- 
klirung findet. Anhaltspunkte fiir diese Auffassung finden 
sich in den Versuchen, die in der Arbeit von Knaffl-Lenz 
in der Tab. 5 wiedergegeben sind. In diesen Versuchen zeigt 
sich, daB Zusatz von Natriumbutyrat zu einer Athylbutyrat- 
lésung bei alkalischer Reaktion auf die Verseifungsgeschwindig- 
keit keinen KinfiuB ausiibt, bei saurer Reaktion jedoch die 
Geschwindigkeit auf ein Zehntel verringert. Da der Zusatz 
von Natriumbutyrat bei saurer Reaktion unter EKinhaltung 


~. 





*) Kiihne, Lehrb. d. phys. Chem. 8. 39 (1866). 

*) Bayliss, Arch. d. Sciences Biol. Suppl.-Bd. 9, S. 261 (1904). 

*) Armstrong, Proc. Roy. Soc. Bd. 73, S. 516 (1904). 

*) Abderhalden u. Gigon, Zs. physikal. Chem. Bd. 53, S. 251 
(1907). 
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des p,, vor dem Zusatz eine Vermehrung der nichtdissoziierten 
Buttersiiure bedeutet, so ist anzunehmen, dab die Hemmung 
durch Bindung der Lipase an die nichtdissoziierte Buttersiure 
zustande kommt. 


Experimenteller Teil. 


Alle Versuche wurden bei konstanter Wasserstoffionen- 
konzentration mit der Methodik, die Knaffl-Lenz in seiner 
Arbeit beschrieben hat, ausgefiihrt. 

Die Esterlipaselésungen, welche in einem Wasserthermo- 
staten auf konstanter Temperatur (+ 0,1°) gehalten wurden, 
wurden auf ein bestimmtes elektrometrisch festgestelltes p,, 
gebracht und mit dem geeigneten Indicator versetzt. Durch 
fortlaufende Neutralisation der gebildeten Siure durch Natron- 
lauge, welche aus einer Mikrobiirette zugelassen wurde, konnte 
die Wasserstoffionenkonzentration konstant gehalten und die 
Verseifung genau verfolgt werden. 

Als Fermentlésung diente ein mit dem 3 fachen Volumen 
von Glycerin versetzter PreBsaft frischer Lebern, nachdem er 
mit Aaquivalenten Mengen von Calciumchlorid und Natrium- 
_phosphat versetzt und nach mehrstiindigem Stehen durch 
Filtration vom Niederschlag getrennt worden war. 


I. Einfilu8 von Saure auf die Lipase. 


Die Versuche von Knaffl-Lenz haben gezeigt, daB Athy]- 
butyrat durch Lipase nicht mehr weiter verseift wird, wenn 
durch die abgespaltene Buttersiure eine Wasserstoffionen- 
konzentration von p,, 5,2 erreicht ist. Arrhenius nimmt 
an, daB bei diesem p,, die Lipase ausgefallt oder voéllig inakti- 
viert wird. Zur experimentellen Priifung dieser Annahme 
wurden in den folgenden Versuchen die Esterlipasemischungen 
auf ein noch niedrigeres p,, gebracht und nach langerem Ver- 
weilen bei niederer Temperatur alkalisch gemacht und die 
Verseifung bei héherer Temperatur verfolgt. Es zeigte sich 
hierbei, daB auch bei p,, 4,1 in der Kalte eine langsame Ver- 
seifung stattfindet, wenn die saure Reaktion durch Zusatz von 
Salzsiure bedingt war, und daB die Esterlipasegemenge die 





OE ES ee RB NTL ES FERS 








Uber die Kinetik der Esterspaltung durch Leberlipase. 105 


so vorbehandelt waren, bei alkalischer Reaktion fast dieselbe 
Verseifungsgeschwindigkeit zeigten, wie die nicht mit Siure 


- yorbehandelten Kontrollésungen. Daraus geht hervor, daB 


eine nennenswerte Zerstérung von Lipase bei dieser Aciditat in 
der Kalte nicht stattfindet und daB die oben erwahnte Hemmung 
der Verseifung des Butylesters bei p,, 5,2 héchstwahrscheinlich 
durch Bindung der Lipase an die Buttersiure zustande kommt. 

Die Versuche wurden so angestellt, da8 je 100 ccm Ester 
durch Salzsiurezusatz auf ein elektrometrisch bestimmtes p, 
gebracht, mit Lipase versetzt und bei niederer Temperatur 
verschieden lang belassen wurden. MHiernach wurde nach 
Herstellung der alkalischen Reaktion und Zusatz eines geeigneten 
Indicators die Verseifung nach der erwaihnten Methode bei 
héherer Temperatur verfolgt. Als Kontrolle dienten frisch- 
bereitete Mischungen, die vorher nicht bei saurer Reaktion 
gestanden hatten. : 

Da bei saurer Reaktion auch in der Kialte ein Teil des 
Esters verseift worden war, sind in den folgenden Tabellen, 
in welchen einige Versuche wiedergegeben sind, als Anfangs- 
werte in den korrespondierenden Versuchen diejenigen gegen- 
iibergestellt, bei denen die Verseifung den gleichen Grad er- 
reicht hatte. 

In den Tabellen bedeutet ¢ die Zeit in Minuten, z die 
Anzahl Kubikzentimeter Natronlauge, die zur Neutralisation der 
gebildeten Saiure bendtigt wurden und & den Quotienten x/t. 


Tabelle L. 
Je 100 cem 0,0265 n-Athylbutyrat + 2ccem Lipase. py 8,6, Phenol- 
phthalein, Temp. 25° 





























1 2 3 
ic a oo «bk-108 ¢ | aw |k10° 
6 | 0,41 | 688 6 | 0,43 | 716 6 | 045 | 738 
10 | 0,69 | 690 10 | 0,73 | 730 10 | 0,174 | 740 
19 | 1,32 | 695 is | 1,32 | 738 20 | 1,48 | 740 
81 | 219 | 707 23 | 2,05 | 732 30 | 221 | 7387 
40 | 288 | T12 4o | 291 | 727 41 | 3,02 | 736 
50 | 3,56 | 712 51 | 3,72 | 729 51 | 3,75 | 785 
127 
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Die unter 1 verwendete Liésung hatte bei 12° und bei 
p, 4,11 190 Minuten gestanden und verbrauchte nach dieser 
Zeit 2,30 ccm einer 0,25 n-Natronlauge, um auf p,, 8,6 gebracht 
zu werden, die Liésung 2 verbrauchte unter denselben Be- 
dingungen nach 100 Minuten 1,60 ccm, die unter 3 verwendete 
Lésung diente als Kontrolle. 


Tabelle IL 


Je 100 cem 0,0143 n-Athylbutyrat + 2 cem Lipase. py 8,6, Phenol- 
phthalein, Temp. 20°. 






































1 2 

oa a | +108 / x bie = 
10 0,55 550 10 0,70 70 02O dE 
20 1,10 550 20 1,38 690 
31 1,70 548 80 2.03 677 
41 2,26 551 42 2,81 667 ‘ 
51 2.78 585 50 3,30 eco.Cts«éd 


Die unter 1 verwendete Lésung war bei 15° bei p, 4,3 
255 Minuten gestanden und verbrauchte nach dieser Zeit 
2,01 ccm einer 0,25 n-Natronlauge um auf P,, 8,6 gebracht zu | 
werden, die unter 2 verwendete diente als Kontrolle. 4 


Tabelle III. 
Je 100 cem 0,0148 n-Athylbutyrat + 0,6 cem Lipase. p,, 8,6, Phenol- 
phthalein, Temp. 20°. 


ie 









































t 2 

t x k-108 t x k-108 

10 0,30 300 12 0,87 308 

21 0,64 305 21 0,66 314 | 
43 1,29 300 41 1,28 312 
52 1,55 296 55 1,70 309 
68 1,85 2938 61 1,89 309 
8 2,12 290 15 2,29 305 
91 2,61 286 89 2,69 302 
100 2,88 288 1038 3,11 302 
122 3,84 274 105 3,67 | 298 

265 
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Die unter 1 verwendete Lésung war bei 10° und p,, 4,64 
230 Minuten gestanden und verbrauchte 1,05 ccm einer 
0,25 n-Natronlauge um auf p, 8,6 gebracht zu werden, die 


- unter 2 verwendete Lisung diente als Kontrolle. 


Die Versuche zeigen, daB auch bei salzsaurer Reaktion 
unter p,, 5,2 noch Verseifung eintritt und daB die Zerstérung der 
Lipase bei diesen Aciditaten auch im Verlaufe einiger Stunden 
geringfigig ist. Sie betragt 2,5 bzw. 10 und 20°. Die 
Versuchsfehler vergréBern in diesem Falle die scheinbare Zer- 
stérung, da die in der Kialte gestandenen Lésungen nicht 
momentan auf die héherer Versuchstemperatur gebracht werden 
konnten. Der Verlauf der Verseifung ist, abgesehen von dem 
kleinen Geschwindigkeitsunterschied bei mit Siure vorbehandelten 
Mischungen, gleich dem der Kontrolle. 

Die Annahme, daB die Leberextrakte mehrere Lipasen 
von verschiedener Resistenz enthalten und da8 die sukzessive 
Zerstérung derselben die Ursache der erwihnten Abweichungen » 
ist, erscheint durch diese Versuche widerlegt. Ferner kann 
man aus dem gleichartigen Verlaufe der korrespondierenden 
Versuche schlieBen, daB die Bindung Enzym—Substrat sehr 
schnell erfolgt. 


II. Reaktionsverlauf verschiedener Ester. 


Die Verseifung verschiedener Ester bei méglichster Ver- 
meidung aller Versuchsfehler (ungleiche Mischung, Inkonstanz 
der Temperatur, Titrationsfehler) zeigt, daB die umgesetzte 
Menge des Esters im Verlaufe der Reaktion der Zeit nicht 
streng proportional ist. Wahrend der Quotient x/¢ bei der 
Verseifung von buttersaurem Athyl und Propyl und propion- 
saurem Propyl anfangs rasch und dann ganz allmahlich ab- 
nimmt, steigt er bei der Verseifung von propionsaurem Athy] 
anfangs ein wenig an und fallt dann allmahlich ab. Der Abfall 
ist besonders deutlich in den langsam verlaufenden Versuchen, 
also in denen bei niederer Temperatur oder bei geringem 
Enzymzusatz. So erreicht der Quotient z/¢ den halben Anfangs- 
wert bei Zusatz von 0,5 com Enzym bei 20° bei 50°/, des 


Umsatzes, bei 30° aber erst bei 77°/,. Bei Verdreifachung 
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der Enymmenge bei 20° nimmt der Quotient bis gegen Ende 
der Reaktion nur etwa 20°/, ab, bei Versechsfachung kommt 
die Abnahme fast nicht mehr zum Ausdruck. Bei 40° ist der 
Abfall sowohl in alkalischer als schwach saurer Lésung fast 
linear, was auf eine Zerstérung des Enzyms bei dieser Tempe- 
ratur schlieBen laBt. (Tab. IV u. V.) 

Was die Anderung der Enzymmenge auf die Reaktions- 
geschwindigkeit betrifit, so zeigt sich, daB der Umsatz der 
Enzymmenge fast proportional ist. Nach Tab. IV verhalten 
sich die Zeiten, nach denen die halbe Estermenge umgesetzt 
ist bei den Enzymkonzentrationen 1:3:6 bei 20° wie 206:69:35 
oder 1:2,99:5,88 bei 30° wie 124:42:21 oder 1:2,95:5,9, 
bei 40° wie 92:27:15 Minuten oder 1:3,4:6,1. 

Unter Zugrundelegung der Halbwertszeiten ergeben sich 
folgende Temperaturkoeffizienten [(k, + 10)/%,): 














Temperaturintervall Lipasemenge Durchschnitt 
0,5 De eee. 
20—30° (k, + 10)/ ke 1,66 1,64 1,66 1,66 
30—40° m 1,35 1,55 1,40 148 
20—40° 1,50 1,59 1,53 1,54 














Die Genauigkeit der Bestimmungen bei 40° ist eine 
geringere als bei niederen Temperaturen, da infolge der raschen 
Verseifung die Fehler der Zeitbestimmung gréBer sind. Kastle 
und Loevenhart (a. a. 0.) bestimmten den Koeffizienten fiir 
Athylbutyrat fir ein Intervall von 20—80° mit 1,3. Ihre 
Versuche sind aber nicht bei konstanter Wasserstoffionen- 
konzentration durchgefihrt. 

Die Verseifung von propionsaurem Propyl verliuft lang- 
samer als die von buttersaurem Athyl. Der Abfall des Koeffi- 
zienten 2z/t ist wesentlich gréBer, er erreicht den halben 
Anfangswert nach Zusatz von 1 ccm Fermentlisung bereits 
bei 21°/, des Umsatzes bei Zusatz von 2 ccm bei 32°/, und 
bei Zusatz von 3 ccm bei 34°/,. Auch hier verhilt sich die 
Reaktionsgeschwindigkeit annaihernd proportional zur Ferment- 
menge. Die experimentell festgestellten Relationen betragen 
bei 80° 1: 1,92:2,76, bei 40° 1: 1,77; 2,69, statt der theoretisch 
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gu erwartenden von 1:2:3. Die Ursache, warum bei steigender 
Menge der Fermentlésung die Reaktionsgeschwindigkeit kleiner 
ist als man erwarten sollte, ist wahrscheinlich darin zu suchen, 
daB die Menge der hemmenden Substanzen wie z. B, Glycerin, 
welches der Fermentlésung behufs Konservierung zugesetzt 


war, ebenfalls vermebrt ist. 


Der Temperaturkoeffizient im Intervail zwischen 30—40° 
ist gréBer als der von Athylbutyrat, er betrigt 1,88, 1,72, 1,82, 
im Durchschnitt 1,77 (Tab. VJ. 

Die Léslichkeit des propionsauren Athyls in Wasser ist 
wesentlich gréBer als die der vorerwihnten Ester. Es konnten 
daher die Versuche mit 4—5mal so konzentrierten Lisungen 
durchgefiihrt werden. Es war aber notwendig, zur Titration 
in-Lauge zu verwenden, da sonst durch die stindige Volums- 
zunahme der Lisung eine betriachtliche Verringerung der Kon- 
zentration des Enzyms bewirkt worden wire. 

Auch bei der Verseifung dieses Esters zeigt sich, daB 
die umgesetzte Menge des Esters der Zeit nicht streng pro- 
portional ist. Wiahrend jedoch bei den friiher genannten Estern 
der Wert 2z/¢ anfangs rasch und dann allmahlich abnimmt, 
steigt bei der Verseifung des Athylpropionats derselbe anfangs 
an, geht durch ein Maximum und fallt dann allmiahlich ab.) 
Dieser Anstieg erfolgt, bis ungefihr 50°/, des Esters verseift 
sind und ist desto steiler je héher die Temperatur ist. Bei 
héherer Temperatur ist auch der Abfall bedeutend, er betrigt 
bei 40° gegen Ende der Reaktion fast 50°/, des Anfangswertes. 

Setzt man zu Beginn des Versuches diejenige Menge 
Alkohol zu, welche am Ende der Verseifung vorhanden wire, 
so wird die Reaktionsgeschwindigkeit bedeutend verlangsamt. 
Die Anfangsgeschwindigkeit in den Versuchen mit Alkohol- 
zusatz ist ungefaihr so groB wie die Endgeschwindigkeit ohne 
Alkoholzusatz. Bei Gegenwart von Alkohol ist sowohl der 
Anstieg als auch der Abfall der Reaktionsgeschwindigkeit viel 
geringer, was besonders deutlich in den bei 20° ausgefihrten 
Versuchen hervortritt, so daB in diesem Falle der Quotient 2/t 
bis gegen Ende nahezu konstant ist. 





*) Den gleichen Verlauf zeigen auch verdiinnte Lésungen. 
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Tabelle IV. 
Versuche mit Athylbutyrat. 


Je 100 ccm 0,0180n Athylbutyratlésung, py = 8,57, 0,25 n-Natron- 
lauge. Fermentmenge 0,5 (a), 1,5 (b), 3. ccm (c). & = a/t. 
20°. 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 



































40°. 
‘ a b e 
t 
x k-10* x k-108 x k-108 
ve 5 0,81 620 0,90 180 1,24 248 
i 10 0,57 570 1,56 156 2,40 240 
_ fj 15 “ne — ao — 3,68 242 
4 16 0,87 544 2,40 150 3,87 242 
4 26 1,87 527 3,54 136 5,77 222 
: 27 —_ on 8,68 135 “ on 
3 35 1,78 494 4,63 126 7,00 200 
q 55 2,54 462 6,47 118 
: 65 2,85 488 6,95 107 
15 8,18 417 7,06 94 
92 3,62 400 
100 3,83 383 
125 4,47 358 
156 4,94 316 
174 5,25 302 
193 5,40 279 
4 221 5,72 258 
4 262 6,00 229 
aa 7,20 7,20 7,20 
Tabelle V. 


- @& Je 100cem 0,023n-Athylbutyratlésung. py = 6,45, 0,25 n-Natron- 
: lauge. Fermentmenge 0,5 ccm (a), 10 cem (b). & = 2/t. 
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Tabelle VI, 


Je 100 cem 0,027n-Propylpropionatlésung. py = 7,4, 0,25n- | 
Natronlauge. Fermentmenge 1 ccm (a), 2 ccm (b), 8eem (ec), k= 2/t. | 


30°. 


































































Uber die Kinetik der Esterspaltung durch Leberlipase. 113 
Tabelle VI (Fortsetzung). 
40°, 
a b 
t 

x k-10* x k+10* x k-10* 

4 0,22 560 0,28 700 0,37 925 

9 0,45 500 0,56 622 0,77 855 
17 0,68 400 0,93 547 1,34 788 
25 0,89 356 1,29 516 1,78 712 
38 1,07 824 1,56 413 2,18 661 
48 1,61 298 2,11 439 2,91 606 
60 1,68 280 2,51 418 8,51 585 
73 1,94 265 2,92 400 3,98 545 
83 2,11 254 3,19 384 4,38 526 
93 wet - om om 4,74 509 
105 2,58 241 8,86 367 5,18 493 
132 2,94 223 4,58 348 5,88 445 
142 es pis 4,75 334 es ee 
150 3,30 220 4,97 331 6,47 431 
220 4,34 198 6,48 295 7,88 358 

250 4,70 187 ine me - ae 
263 4,88 185 7,21 274 8,32 316 
349 5,58 159 8,30 237 8,88 254 
468 6,40 135 9,00 192 9,04 195 

00 9,40 sob 9,40 <n 9,40 ae 


Unter Zugrundelegung der Halbwertszeiten ergeben sich 
dieselben Temperaturkoeffizienten [(4, + 10):%,] wie fir Athyl- 


butyrat: 


Der Unterschied im Temperaturkoeffizienten in den Ver- 
suchen mit und ohne Alkohol liegt innerhalb der Versuchs- 


fehler, 
































Ohne Alkohol Mit Alkohol 
20—30° 1,38 1,47 
30—40° 1,69 1,39 
20—40° 1,54 1,438 
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Tabelle VII. 


Je 100 cem 0,09n-Athylpropionat. py = 7,4; 1n-Natronlauge. | 
Fermentmenge 0,5 cem. a) Ohne Alkoholzusatz, b) Zusatz von 0,5 ccm 
Athylalkohol. & = x/t-10¢. 

20°. | 30°. 
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Tabelle VII (Fortsetzung). 




















40°, 
a b 
t 
x k x k 
1 0,72 1028 0,49 700 
10 1,03 1030 0,69 690 
21 2,18 1088 1,46 695 
30 8,07 10238 2,10 700 
41 4,15 1010 2,87 700 
45 4,53 1007 eis ioe 
50 4,85 970 8,47 694 
55 5,30 963 3,80 690 
66 6,15 931 4,42 674 
68 ie fai 4,54 668 
15 6,80 906 4,98 664 
80 7,11 888 5,30 | 662 
90 7,67 852 5,84 649 
100 7,98 71938 6,38 633 
109 8,05 138 6,75 619 
120 8,15 679 1,28 607 
129 — _- 7,50 581 
140 — ~- 7,79 560 
150 — — 8,05 586 
180 — ne 8,10 450 
00 9,00 - 9,00 














Besprechung der Versuche. 


Die in den Tab. I—III wiedergegebenen Versuche zeigen, 
daB die Lipase auch bei mehrstiindiger Einwirkung von Salz- 
siure (p, = 4,1) bei Gegenwart von Ester nur geringe Ab- 
schwaichung erfahrt. Bei mehr als 4 stiindiger Kinwirkung von 
Salzsiure bei p, = 4,6 betrigt die Abschwichung ungefahr 
20°/, (15°), bei p,, = 4,6 (10°) nach 4 Stunden ungefihr 9°/,, 
in einem dritten Versuche konnte bei p, = 4,2 (10°) kaum 
eine Abschwichung nachgewiesen werden. Die Verseifung 
verlaiuft nach Alkalisierung der Lésung trotz der Vorbehand- 
lung mit Siure ebenso wie mit frischen Esterlipasemischungen, 
die nicht unter der Einwirkung der Saure gestanden hatten. 

8* 
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Dies spricht gegen die Annahme mehrerer Lipasen von ver- 7 


schiedener Resistenz und Starke. Die Abnahme der Reaktions- 


geschwindigkeit in saurer und auch in alkalischer Liésung ist § 


wesentlich gréBer als die, welche durch Vorbehandlung der a 
Lipasemischungen mit Saure erzielt werden. Die Ursache der 


beobachteten Abnahme kann daher nicht auf Zerstérung des 


Enzyms wabrend der Verseifung beruhen, sondern mu8 andere | 


Ursachen haben. 


Die Versuche machen es héchstwahrscheinlich, daB die q 
Reaktionsprodukte ebenfalls eine Verbindung mit der Lipase 


eingehen und da es zu einer Verteilung der Lipase zwischen | 


Kster und Spaltprodukten kommt. Knaffl-Lenz (a. a. 0.) hat @ 


bereits gezeigt, daB der Zusatz von Natriumbutyrat zu einer 
Athylbutyrat—Lipasemischung die Reaktionsgeschwindigkeit bei 
saurer Reaktion auf '/,, vermindert, dagegen bei alkalischer 
Reaktion ohne EinfluB ist. Der Zusatz von Natriumbutyrat 
bei saurer Reaktion unter EKinhaltung des urspriinglichen p, 
bedeutet eine Vermehrung der nichtdissoziierten Buttersiure. 
Daraus laBt sich schlieBen, daB sich die Lipase mit der freien 
Siure, aber nicht mit dem Salze verbinden kann, ferner dai 
die Affinitét zur Buttersiure gréBer ist als zu dem Ester. Wird 
die Konzentration der Buttersiure so vermehrt, daB p, = 5,2 
erreicht ist, so tritt keine Verseifung mehr ein. Die vorliegen- 
den Versuche haben gezeigt, daB auch bei niederem p,, die 
Lipase noch wirksam ist, wenn die saure Reaktion durch Salz- 
siure bedingt ist. Die Affinitit der Lipase zur Salzsiure 
scheint daher wesentlich geringer zu sein als zur Butter- 
saure. 

Die vorliegenden Versuche mit Athylpropionat zeigen, da8 
das andere Spaltprodukt, nimlich der Alkohol, ebenfalls hem- 
menden KHinfluB ausiibt. Der Zusatz von Athylalkohol zu 
Beginn des Versuches in einer solchen Menge wie sie am 
Ende der Verseifung vorhanden ware, bewirkt eine Ver- 


langsamung der Reaktion, so daB die Anfangsgeschwindigkeit . 


in den Versuchen mit Alkohol ungefahr ebenso gro ist, 
wie die Endgeschwindigkeit in denen ohne Alkohol. Man 
mu8 daher annehmen, daB die scheinbare Zerstérung des 
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Enzyms bei alkalischer Reaktion auf einer Bindung des- 
selben durch Alkohol und bei saurer durch Alkohol und 
Siure beruht. 

Die Verseifungskurven werden daher bedingt sein durch 
| die Verteilung des Enzyms auf Ester und Spaltprodukte. Diese 
Verteilung wird auBer durch die spezifischen Affinititen auch 
noch von der Zeit abhangig sein. Da sich bei den schnell 
verlaufenden Reaktionen die Verlangsamung wenig geltend 
| macht, mu8 man annehmen, daB die Bindung der Lipase an 
den Alkohol wesentlich langsamer verliuft als an den Ester. 
Wihrend die Bindung Lipase—Athylbutyrat momentan erfolgt, 
scheint dies bei Athylpropionat nicht der Fall zu sein. Dies 
wiirde den anfinglichen Anstieg der Geschwindigkeit bei diesem 
Ester erklairen. 

Der anfinglich steile und dann allmahliche Abfall der 
z/t-Kurve bei Athylbutyrat deutet auch darauf hin, daB das 
jeweilige Verhiltnis der Ester- und Alkoholkonzentration auf den 
Verseifungsverlauf KinfluB hat, da die Kurve des Quotienten 
C Hster/C Alkohol einen abnlichen Verlauf zeigt. 


SchluBfolgerungeen. 


1, Die Lipase verbindet sich sowohl mit dem Ester als 
auch mit den Spaltprodukten. 

2. Bei Verseifung von Estern durch Lipase ist die um- 
gesetzte Menge nur annihernd proportional der Zeit. Der 
Reaktionsverlauf ist nicht bei allen Estern gleich. Nach einem 
anfanglich steilen Abfall oder leichten Anstieg nimmt die 
Reaktionsgeschwindigkeit bis zum Ende der Reaktion ab. 


8. Diese Abnahme beruht nicht auf einer sukzessiven 
Zerstérung mehrerer Enzyme von verschiedener Resistenz, son- 
dern auf einer Bindung durch die Spaltprodukte, bei alkalischer 
| Reaktion durch den Alkohol, bei saurer durch Alkohol und 
Saure. 


4. Da die Bindungsgeschwindigkeit Alkohol—Enzym ge- 
ringer ist als die Ester-Enzym, ist die GréBe der Hemmung 
sowohl von der Enzymkonzentration als auch von der Reaktions- 
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temperatur abhingig. Je langsamer die Reaktion verlauft, ‘ : 


desto deutlicher kommt die Hemmung zum Ausdruck. 


5. Die Form der Reaktionskurve ist daher nicht nur ab- 
hingig von der Affinitét der Lipase zum Ester und den Spalt- 
produkten, sondern auch von der Geschwindigkeit, mit der die 
Verseifung verliuft und diese wiederum von der Enzyn. 
konzentration und Temperatur. 


Herrn Professor Knaffl-Lenz danke ich auch an dieser 
Stelle fiir die Anregung und vielfache Hilfe bei Ausfiihrung 
der Arbeit. 
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Réntgenspektrographischer Vergleich von Lichenin 
und Cellulose. 
Von 
R. 0. Herzog. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fir Faserstoffchemie, Berlin-Dahlem.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. November 19265,) 








Vor einiger Zeit wurde das Réntgendiagramm von Lichenin 
mit dem von nativer Cellulose verglichen’), mit dem Ergebnis, 
daB sowohl Lage wie Intensitaéten der Interferenzen voneinander 
erheblich abweichen. Herr P. Karrer hatte die Freundlichkeit, 
mir mitzuteilen, daB dagegen nach Versuchen, die Herr Ott 
durchgefiihrt hat, die Glanzwinkel von Lichenin und umgefallter 
Cellulose, sogenannter Hydratcellulose, untereinander véllig 
identisch seien. In der Tat war von unserer Seite das Lichenin- 
diagramm mit dem der denaturierten Cellulose nicht ver- 
glichen worden, eine Unterlassung, die im nachstehenden 
wieder gutgemacht werden soll. Fir die Durchfihrung 
der Versuche bin ich den Herren W. H.Gonell und W. Jancke 
zu Dank verpflichtet. 

Das verwendete Licheninpriparat verdanken wir Herrn 
Karrer, der uns auch ein Priaparat seiner umgefallten Cellu- 
lose zur Verfiigung gestellt hat. Die meisten unserer Auf- 
nahmen wurden mit einem selbstgewonnenen Praparat von 
3mal umgefallter @-Cellulose erhalten. 

Der Abstand zwischen Praparat und photographischer 
Platte betrug in der Regel zwischen 4,5—5,5 cm, eine Ent- 
fernung, die bei der angewandten Strahlungsintensitaét die 





) Diese Zs. Bd. 141, S. 63 (1924). 
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optimale Differenzierung der Spektrallinien gestattet. Freilich 
werden durch die gro8e Entfernung (bei der Debye-Scherrer- 
Camera wird mit einer Distanz von etwa 2,5 cm gearbeitet) 
die Spektrallinien so breit, daB der Schwarzungsschwerpunkt 
auf dem Diagramm selbst schlecht festgelegt werden kann und 
man infolge von Kontrastwirkung leicht falsche Marken be- 
nutzen kénnte. Um ein wahrheitsgetreues Bild des Schwirzungs- 
verlaufs zu erhalten, wurde daher photometriert. 

Die durchschnittliche MeBgenauigkeit der Punktlagen eines 
Faserdiagramms, wie es bei vielen Bastfasern untersucht wurde, 
betrigt (mit Ausnahme von zwei sehr schwachen Interferenzen) 


+ 11 Minuten (+ Glanzwinkel : 


Ebenso gro8 ist z. B. auch der Fehler, der sich fiir die Messung 
von Tunicin (a,a.0.) im Vergleich zu Cellulose errechnet (siehe die 
nachstehende Tabelle'). Hierbei ist natiirlich wesentlich, daB mit einer 
priizisen Einstellung des Abstandes zwischen Platte und Praparat ge- 
arbeitet wird (+ 0,1 mm). Die nachstehende Tabelle enthalt die ge- 


fundenen Durchschnittswerte von = : 














ve a Fehler in 
Intensitit Cellulose | Tunicin ie. 
m 7° 26° T* 20’ 8 
m 8° 20’ 8° 21’ 8 
Ss 10° 11’ 10° 14’ 8 
st. 11° 25’ 11° 29’ 7 
m 15° 19’ 15° 28’ 10 
m 17° 24’ 17* 29° 12 











Die nachstehende Tabelle gibt die bei solcher Anordnung 


gefundenen Glanzwinkel (+). 


Man sieht, daB die beiden Diagramme in der Tat ein- 
ander ahnlicher sind, als die beim Vergleich von Lichenin mit 
nativer Cellulose erhaltenen, aber doch keineswegs miteinander 


identisch. 





1) Der Fehler bei der einzelnen Messung kann etwa 20’ betragen. 
Im Durchsechnitt wird es bei einer gentigenden Anzahl voneinander un- 
abhingiger Messungen etwa halb so groB. » 
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6-Cellulose Lichenin 
Intensitat = Intensitit 2 
ms oa m. 5° 46° + 1 
8. 6° 4’ + 6’ sion — 
st. 10° 3’ + 5’ st. 10° @ iT 
3. 10° 59’ + 6’ — — 
—_ — s. 18° 36’ + 12’ 
S. 14° 1747 — iat 
17° 27’ + 10’ 8. 17° 27 + 12’ 
A 20° 247+ 7 —_ — 
— — Ss. 21° 23’ + 8’ 











Je nach ihrer Lage muf den Spektrallinien ein verschie- 
denes Gewicht beigelegt werden. Es ist klar, daB gerade bei 
hochmolekularen und niedrigsymmetrischen Substanzen die 
Interferenzen, die dem DurchstoBpunkt am niichsten liegen, 
weit typischer fiir die betreffende Substanz sind und daher 
eine gréBere Bedeutung haben, als die entfernteren. 

Ks wurden daher in derselben Camera bei gleichem Ab- 
stande (7,30 cm) Lichenin und §-Cellulose aufgenommen. Um 
die Platten méglichst geeignet fiir eine Photometrierung zu 
machen, wurde der Primarstrahl mittels eines auf der Platte 
aufgeklebten Bleinapfes abgeblendet. Die stérende Schleier- 


schwarzung nimmt dann bedeutend ab. Die Photometer-— 


aufnahmem zeigen eine bessere Differenzierung, als mit dem 
bloBen Auge wahrgenommen werden kann. 
In folgender Tabelle ist das Ergebnis wiedergegeben. 
Der wesentliche Unterschied bei beiden Diagrammen liegt 




















Lichenin 6-Cellulose 
Punkt (Durchmesser); # Inten-| (Durchmesser) o Inten- 
Abstand (cm) 2 sitit | Abstand (cm) =~ sitit 
I 2,65 So” € 1s 2,65 af 8.8. 
II - 3,08 5° 58’ | ss. 3,08 &° 58’ | s. 
III 5,35 10° 4 | st. 5,35 10° 4 | st. 
IV 5,64 10° 34’ | 8.8. 5,87 10° 58’ 3. 
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122 R. O. Herzog, 


in der Interferenz am niachsten dem DurchstoBpunkt, deren 
Glanzwinkel bei #-Cellulose zu 6° 4’, bei Lichenin zu 
5° 46° gemessen wurde. Die Photometrierung’) (Fig. 1) ergibt, 











Fig. 1. (Obere Kurve: #-Cellulose; untere Lichenin.) 





1) Der Durchsto8punkt wurde bei den photometrierten Aufnahmen 
durch ein Bleiblittchen abgeblendet, soda8 in den wiedergegebenen voll- 
stindigen Photometerkurven in der Mitte (DurchstoBpunkt) eine Liicke 
auftritt. 
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daB es sich um eine Doppellinie handelt}), die mit dem 
Auge nicht, wohl aber durch das Photometer auf- 
gelést wird; ihre Komponenten liegen bei beiden Praiparaten 
innerhalb der Fehlergrenzen von 6—11 Minuten an der gleichen 
Stelle, treten aber mit verschiedener Intensitat auf, 
so daB der Schwerpunkt der Schwirzung beim Lichenin nach 
innen, bei der f-Cellulose nach auBen gelegt wird. 


- Die Punkte If] sind vollkommen identisch. Wahrend der 
Punkt IV auf dem Réntgendiagramm von £-Cellulose deutlich 
getrennt sichtbar ist, ist bei Lichenin nichts zu erkennen. Erst 
das Photogramm zeigt eine Andeutung dieses Punktes auch 
bei Lichenin, allerdings an einer etwas anderen Stelle, niher 
an Punkt Ifl. Infolge dieser Schwerpunktsverlegung erklart 
sich auch, da8 man fir den Punkt III auf den Diagrammen 


von Lichenin etwas hoéhere Werte findet ( =. = 10° 6’), als 
bei 6-Cellulose = == 10° 3°). 


Ahnliche Intensititsverschiebungen finden auch sicherlich 
bei den héheren Ordnungen statt; so kann man vielleicht auch 
das Fehlen mancher Linien deuten. 


Das Ergebnis dieser Untersuchung ist somit, daB die 
Réntgendiagramme von f-Cellulose (Hydratcellulose, wahr- 
scheinlich identisch mit mercerisierter Cellulose?) und Lichenin 
recht ahnlich, aber keineswegs identisch sind. Ins- 
besondere gilt dies fiir die Intensitaiten der Interferenzen, fiir 
die freilich auch die physikalische Deutung weitgehend aussteht. 
Mit den Vorbehalten, die durch solche Unsicherheit bedingt 
werden, darf man aber doch annehmen, da8 sich Lichenin und 
8-Cellulose chemisch recht nahe stehen, vielleicht keine ganz 
einheitlichen Stoffe sind, deren krystallisierte Hauptmenge aber 
in beiden Priparaten identisch sein kénnte. Dieses Ergebnis 
ist im Hinblick auf die Untersuchungen von P. Karrer, 





1) Bei mercerisierter Cellulose hat W. Jancke sehr friih beobachtet, 
daB der Punkt 6° 8’ nicht einfach, sondern doppelt, vielleicht dreifach ist. 
*) Im Gegensatz zu nativer Cellulose. 
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B. Joos und M. Staub’) und H. Pringsheim, W. Knoll und 
E. Kasten?) besonders bemerkenswert. 

Es sei gestattet, hier noch auf folgende Punkte hinzuweisen. 

Die mit wiederholter Umfallung der Cellulose bis zu einer 
gewissen Grenze fortschreitende Veranderung des Cellulose- 
gitters legt den bereits an anderer Stelle*) angedeuteten Ge- 
danken nahe, daB die native Cellulose kein primires, sondern 
ein sekundires, im Organismus entstehendes Produkt darstellt. 
Dann wire in der denaturierten und umgefallten Cellulose und 
im Lichenin die Substanz enthalten, die zuerst entsteht 
und aus welcher die Cellulosefaser sich erst bildet, wobei 
mechanische Einfliisse wirksam, vielleicht entscheidend sein 
kénnen. 

Der zweite Punkt betrifft die Amorphisierung der Praparate. 

Bei der Umfaillung der Cellulose werden, wie die Réntgen- 
interferenzen erkennen lassen, die Teilchen kleiner, zum nicht 
unerheblichen Teil amorph. Das gleiche gilt von Lichenin. Die 
Erklirung mag u. a. in folgendem liegen.*) Bei der Benetzung 
werden von den Krystalliten kleine Teilchen (Primirteilchen) 
abgesprengt, in denen die gittermaBige Anordnung der Cellulose- 
bausteine zueinander mehr oder weniger verworfen ist. Hs 
werden Affinitiitsreste frei, die sich bei der Bindung des 
Wassers betiitigen. Verdampft dieses, wobei sich infolge der 
Oberflichenkrafte eine immer dichtere Packung der Cellulose- 
partikeln einstellen wird, so bleiben sie, sei es infolge der 
Wirksamkeit der chemischen Affinititen, sei es, weil sic 
mechanisch ineinander verhaken, aneinander haften. Auch die 
Verbindung letzterer Art kann so stark sein, daB sie bei neuer- 
licher Benetzung nicht gelést wird, sondern nur gréBere Liicken 
das Wasser adsorptiv aufnehmen, und daB weiter die Geschwindig- 
keit, mit der sich die Teilchen zum Gitter ordnen, gleich Null 
wird. Es entstehen also aus den Primirteilchen amorphe 
Sekundarteilchen. 


1) Biochem. Zs. Bd. 186, S. 587 (1923); Helv. A. Bd. 6, S. 800 (1923). 

*) Chem. Ber. Bd. 58, S. 1256 Anm. 12 (1925). 

8) Chem. Ber. Bd. 58, S. 2185 (1925). 

*) Die Wirkung, welche der Quellungs vorgang auf die Amor- 
phisierung nehmen kann, ist an dieser Stelle nicht beriicksichtigt. 
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Uher Decarboxylierung von Aminosduren unter Bildung der 
entsprechenden Amine und fiber die Darstellung der Enol- 
form von 2,5-Dioxo-piperazinen. 


Von 


Emil Abderhalden und Fritz Gebelein. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung 
der Wissenschaften.) 


(Aus dem Physiologischen Institute der Universitat Halle.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14, Dezember 1925.) 





Vor kurzem haben Treat B. Johnson und P. G. Da- 
scharsky*) eine neue Methode zur Herstellung von Tyramin 
aus Tyrosin mitgeteilt. Sie beruht auf dem Erhitzen der 
genannten Aminosiure mit einem Gemisch von Diphenyl- 
methan und Diphenylamin. Wir haben Tyrosin mit Diphenyl- 
amin allein erhitzt und haben die gleichen Ausbeuten, wie die 


_ genannten Autoren, erhalten. Wir haben ferner aus anderen 
| Aminosiuren, z. B. Glykokoll und Alanin, ebenfalls die ent- 


sprechenden Amine gewonnen. Wir haben dann das Di- 
phenylamin dazu verwandt, um aus Dipeptiden die zu- 
gehérigen 2,5-Dioxo-piperazine herzustellen. Wir er- 
hielten in sehr guten Ausbeuten die entsprechende Enolform, 
wobei die Frage offen bleiben muf, ob nur ein Teil des ge- 
bildeten Anhydrids in der erwahnten Form entsteht oder da- 
neben eine der anderen mdglichen Formen. Auch ist der 





*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 62, S. 197 (1925). — Vgl. auch Graziani, 
Atti Roy. Accad. dei Lincei, Roma (5), Bd. 241, S. 822, 936 (Chem. Zbl. 
1915 II, 8. 461; 1916 I, S, 928). 
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Méglichkeit zu gedenken, da8 nur eine Enolgruppe auftritt. 
Die Methode der Gewinnung der Anhydride ist auBerordentlich 
einfach, indem das Diphenylamin sich sehr leicht mit Ather 
entfernen la8t. Es verbleibt dann in ausgezeichneter Ausbeute 
das Anhydrid. 


Wir benutzten diese Methode zur Priifung der Frage, wie 
sich das Dipeptid «-Aminoisobutyl-a-aminoisobutter- 
siure beim Erwirmen mit Diphenylamin verhilt. Wie die 
folgende Formel zeigt, 


ist die Bildung der Enolform ausgeschlossen. In der Tat 
zeigte das entstandene Anhydrid zwar die allgemeinen Anhydrid- 
reaktionen, waihrend die Ninhydrinreaktion negativ ausfiel, da- 
gegen war die Xanthoproteinreaktion negativ, ferner wurde 
Kaliumpermanganatlésung nicht entfarbt. 


Wir haben ferner auch Tripeptide mit Diphenylamin ~ 
erhitzt, ohne einheitliche Verbindungen zu erlangen. Ferner J 


versuchten wir die stabile 2,5-Dioxypiperazinform in die Enol- 





form umzulagern, jedoch ohne Erfolg. Der eine von uns | 
(Abderhalden) wird demnichst gemeinsam mit Schwab tiber | 
das Verhalten von Dipeptiden und 2,5-Dioxypiperazinen beim | 
Erhitzen mit Anilin berichten. Erwahnt sei noch, dab | 
Glycyl-glycin und Glycyl-alanin beim Erhitzen mit Di- | 
phenylamin ein anderes Verhalten zeigen als die iibrigen Di- 


peptide. Hieriiber wird demnichst berichtet. 


1. Abspaltung von CO, aus verschiedenen Aminosduren. 


I. 1-Tyrosin. 
1,045 g 1-Tyrosin werden in ungefihr die 20fache Menge 


Diphenylamin eingetragen und im Paraffinbad erhitzt. Zur | 
Absorption des entstehenden CO, wird unter Zwischenschaltung | 
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eines CaCl,-Rohres zur Absorption etwa entstehenden Wassers ein 
Kaliapparat, wie er fir Makrokohlenwasserstoff bestimmungen 
im Gebrauch ist, vorgeschaltet. Nachdem das Diphenylamin ge- 
schmolzen ist, setzt sich das Tyrosin, ohne sich zu lésen, zu 
Boden. Ist die Temperatur bis 210° gestiegen, so bemerkt man 
am Tyrosin einzelne Gasblasen, die sich bei weiter steigender 
Temperatur vermehren, so daB bei 230° eine lebhafte Gas- 
entwicklung einsetzt. Bis die Temperatur im Laufe einer 
halben Stunde auf 240° gestiegen ist, ist die Gasentwicklung 
za Ende und alles Tyrosin im Diphenylamin verschwunden, 
Die Wagung des Kaliapparates ergab eine Gewichtszunahme 
um 0,279 g. Das entspricht genau der CO,-Menge, die ab- 
ym gespalten werden muf, wenn alles Tyrosin in Tyramin iibergeht. 
| Zur Trennung des Tyramins vom Diphenylamin wird 
das Gemisch nach dem Erkalten mit Ather tibergossen. Das 
Diphenylamin geht in Lésung, und das Tyramin bleibt als 
feines, gelbliches Krystallpulver zuriick. Zur vollstandigen 
Entfernung des Diphenylamins ist jedoch mehrmaliges Aus- 
waschen mit Ather geboten. Es wurden 0,729 g erhalten, was 
einer Ausbeute von 95°/, entspricht. Zur vollstandigen 
Reinigung wurde das Produkt aus Alkohol und Ather um- 
krystallisiert. Es wurden 90°/, der Theorie an vollstandig 
analysenreinem Tyramin erhalten. 


Il. Glykokoll. 


Die Anordnung der Apparatur ist wie beim Tyrosin, nur 
wird zur Absorption des entstehenden Methylamins hinter 
das Erhitzungsgefa8 noch eine Waschflasche mit HCl ge- 
schaltet. Die Zersetzung beginnt bei 210° und ist bei 220° 
beendet. Der Vorgang konnte jedoch nicht quantitativ verfolgt 
werden, da sich in den Ableitungsrohren Methylamincarbonat 
niederschlug und auch immer etwas Diphenylamin in die vor- 
gelegte Salzsiure sublimierte. 

IIL Ganz analoge Verhiltnisse wie beim Glykokoll sind 
auch beim Alanin vorhanden. Hs wird in CO, und Athyl- 
amin gespalten. Jedoch konnte auch hier der Vorgang nicht 
quantitativ erfaBt werden. 


fs, 








mmr PAE ye ana nmi te em ie eet a aed See 


128 Emil Abderhalden und Fritz Gebelein, 


2. Herstellung von Anhydriden verschiedener Dipeptide. 
I. d,l-Leucyl-glycin. 


Bei dem Versuch, aus Leucyl-glycin durch Erhitzen in 
Diphenylamin CO, abzuspalten, wurde gefunden, da8 der vor- 
geschaltete Kaliapparat keine Gewichtszunahme erfuhr, wohl 
aber hatte das zur Absorption von eventuell verbundenem 
Wasser vorgelegte CaCl,-Rohr sehr viel Feuchtigkeit auf- 
genommen. Die Annahme, daB nicht CO,-Abspaltung, sondern 
unter Wasserabspaltung die Bildung eines Diazipiperazinringes 
erfolgt sei, wurde dann durch die weiteren Untersuchungen 
bestatigt; jedoch konnte das Wasser nicht quantitativ auf. 
gefangen werden, da das CaCl,-Rohr immer durch mit den 
Wasserdimpfen fliichtiges Diphenylamin belastet wurde. 

Es wurde, wie folgt, gearbeitet: : 

1,32 g Leucyl-glycin werden in der 15—20fachen Menge 
Diphenylamin in einem Paraffinbade erhitzt. Bei 200° wurde 
erste Blasenbildung bemerkt. Bei 210—215° erfolgte lebhafte 
Reaktion, die bei 230° beendet war. Zur Entfernung des ent- 
stehenden Wassers ist es gut, wenn wahrend der ganzen 
Operation ein langsamer Luftstrom durch das Reaktionsgefas 
gesaugt wird, da sonst sich kondensierendes Wasser unter leb- 
haftem Spritzen in die heiBe Lésung zuriicktropft. Nach dem 
Erkalten wird das Diphenylamin mit Ather aufgenommen und 
der verbleibende Riickstand im Soxhletapparat 2 Stunden mit 
Ather ausgezogen, um auch die letzten Spuren von Diphenyl- 
amin zu entfernen. Es wurden dann 1,11 g eines rein weifen 
krystallinischen Pulvers erhalten, das sind 93°/, der Theorie. 
Das Produkt gab keine Reaktion mit Ninhydrin; jedoch war 
die Reaktion auf Anhydride mit Pikrinsiure und Sodalésung 
positiv. AuBerdem gab es mit HNO, eine Xanthoprotein- 
reaktion und entfairbte eine schwach alkalische Permanganat- 
lésung. Diese beiden letzteren Reaktionen legen die Ver- 
mutung nahe, daB es sich nicht um die Ketoform, sondern um 
die Enolform des Anhydrids handelt. Der Schmelzpunkt des 
Anhydrids liegt jedoch hei 240° wie der des Anhydrids, das 
iiber den Ester hergestellt wurde. 
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Die Xanthoproteinreaktion verschwindet, wenn man das Pro- 
dukt zuvor kocht, ebenso falltdann die Entfarbungsreaktion negativ 
aus. Es gelang nicht, das Anhydrid unverindert aus Wasser um- 
zukrystallisieren. Die Stickstoffbestimmung ergab die Werte 
fir das Anhydrid: 


; N-Bestimmung’: 
Einwage . . . 0,110¢ Gef. Wert . . 16,3 %/, N 
Normallésung . 12,8 ccm Theor. Wert . 16,46 __,, 


Bei einem Versuch, die von der Theorie geforderte un- 
 gesittigte Natur der Enolform des Anhydrides quantitativ 
durch Titration mit n/100-Permanganatlésung zu bestimmen, 
| wurden keine brauchbaren Werte erhalten. Es wurden immer 
nur ungefihr 10°/, der Theorie an Permanganatlésung ent- 
firbt. AuBerdem stérte der gebildete Braunstein eine genaue 
Beobachtung. Wahrscheinlich erfolgt sehr leicht Umlagerung. 
Ebenso war der Versuch negativ, die Doppelbindungen 
durch eine Jodzahlbestimmung nach Hiib] festzustellen. Es 

' wurde Jod iiberhaupt nicht addiert. 

Bei dem Versuch, die eventuell vorhandenen OH-Gruppen 
mit Benzoylchlorid zu benzoylieren, wurde das Anhydrid, trotz 
der gewihlten milden Bedingungen (schwach sodaalkalische 
Reaktion) aufgespalten und das entstandene Dipeptid benzoyliert. 


IT. #-Aminoisobutyryl-e-aminoisobuttersaure. 


Von der Erwigung ausgehend, da8 das Dipeptid einer 
Aminosiure, welche am «-Kohlenstoffatom keinen Wasserstoft 
mehr enthalt, bei der Anhydrierung kein Anhydrid der Enol- 
form bilden kénne, wurde durch Kuppeln von w-Aminoiso- 

® buttersiure mit «-Bromisobutyrylbromid die «-Bromisobutyryl- 
e@-aminoisobuttersiure hergestellt. Die Kuppelung, welche nach 
allgemein bekannter Methode vollzogen wurde, verliuft sehr 
glatt, und es konnten 80°/, des reinen Bromkérpers isoliert 
werden. Derselbe krystallisiert in schénen weiBen Blattchen aus 
verdiinntem Alkohol. Er ist leicht léslich in Ather und Alkohol, 
schwerin Wasser, unléslichin Kohlenwasserstoffen. Schmelzp. 169°. 
N-Bestimmung C,H,,0,NBr: 
Einwage . . . 0,113 ¢ Theor. Wert . . 5,56°%, N 


Verbr, Normallés. 4,4 cem Get. Wert: 2 BM, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLIT, 9 
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Der Bromkérper wurde mit der 5fachen Menge 25°/, igen 
Ammoniaks 3 Tage im Brutraum gehalten. Aus dem nach 
erfolgter Vakuumdestillation verbleibenden Riickstand wurde 
das Dipeptid nach der Silbersulfatmethode rein hergestellt. Hs 
ist in. Wasser verhiltnismaBig leicht léslich und krystallisiert 
beim Einengen der Liésung in derben Krystallen. Aus den 
Mutterlaugen konnte der letzte Rest mit Alkohol ausgefallt 
werden. Schmelzp. 244—246°. 

N-Bestimmung C©,H,,0,N,: 

Einwage .. . 0,069¢ Theor. Wert. . 14,89°/, N 

Verbr. Normallés. 17,3 ccm — Gef. Wert. . . 14,83 ,, 

Das Dipeptid, die e- Aminoisobutyryl-e-aminoisobuttersiure, 
wurde nun analog dem Leucyl-glycin behandelt. 0,513 g wurden 
in der 15fachen Menge Diphenylamin im Paraffinbad erhitzt. 
Die Wasserabspaltung beginnt schon bei 180° und ist bei 
200° beendet. Alles Dipeptid ist gelést. Das Diphenylamin 
wird mit Ather entfernt und dann ebenfalls im Soxhlet aus- 


gezogen. Das Produkt ist dann rein weiB. Es _ sublimiert 
‘bei 260°. 

Die Anhydridreaktion ist positiv, Ninhydrinreaktion negativ. © 
Wie erwartet wurde, ist auch die Xanthoproteinreaktion negativ, | 


und es wird Kaliumpermanganatlisung nicht entfairbt. 
Die Ausbeute betrug 0,416 g, d.i. 89,7°/, der Theorie. 
N-Bestimmung ©,H,,0,N,: 
Einwage .. . 0,068 ¢ Theor. Wert. . 16,46°/, N 
Verbr. Normallés. 7,3 ccm Gef. Wert. . . 16,2 “ 


Zur weiteren Untersuchung der Reaktion der Abspaltung | 
von Wasser und Anhydridbildung beim Erhitzen von Dipep- | 


= Gee mR RSCG RM ee saap nea ka ‘ 
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tiden in Diphenylamin wurden einige weitere Dipeptide einer | 


analogen Behandlung unterworfen wie Leucyl-glycin. 


Ill. d,l-@-Aminobutyryl-d,l-¢-aminobuttersaure. 


Der Verlauf der Reaktion ist analog dem der bereits | 


erwihnten Versuche. Bei 1,102 g angewandtem Dipeptid 
wurden 0,981 g Anhydrid erhalten, also 98°/,. Der Schmelz- 
punkt ist unter Braunfairbung bei 264°. Das Anhydrid gibt 
Xanthoproteinreaktion und entfirbt KMnO,-Lisung. — 
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N ™ Bestimmung C,H,,N,0, Pe 
Einwage .. . 0,07lg Theor. Wert. . 16,46°, N 
Verbr. Normallés. 8,83 cem Gef. Wert. . . 16,4 za 





























IV. d,l-Leucyl-d,l-valin. 
Leucylvalin, hergestellt aus Valin und e-Bromisocapronyl- 
bromid, in Diphenylamin erhitzt, spaltet schon bei 180° 
| lebhaft Wasser ab, so daB bei 190° alles geldst ist. Aus 
0,876 g Dipeptid wurden 0,726 g Anhydrid erhalten, also 90°/, 
der Theorie. Schmelzp. 242°. Anhydrid-, Xanthoprotein- und 
Entfarbungsreaktion sind positiv. 
N-Bestimmung C,,H,,N,0,: 


Kinwage .. . 0,081 ¢ Theor. Wert . . 13,29, N 
Verbr. Normallés. 7,6 cem Gef. Wert . . - 181 


V. d,l-Alanyl-d,l-alanin. 

Die Reaktion beginnt bei 220° und ist bei 230° beendet. 
™ Das erhaltene Anhydrid schmilzt bei 262°. Es ist in Wasser, 
im Gegensatz zu den anderen, ziemlich leicht léslich. Die 
 Lésung gibt Anhydrid-, Xanthoprotein- und Entfarbungsreaktion. 

_ Aus 0,987 g Dipeptid wurden 0,855 g Anhydrid erhalten, also 
| 96°/, der Theorie. 
3 N-Bestimmung C,H,,N,0,: 


Einwage . . . 0,085¢ Theor. Wert . . 19,7°/, N 
Verbr. Normallés. 11,9 cem Gef. Wert . . . 19,6 


VI. d,l-Leucyl-d,l-leucin. 

Hier beginnt die Reaktion bei 180° und ist bei 185° 
schon beendet. Schmelzpunkt des Anhydrids 266% Die Re- 
aktionen auf Anhydrid und Enolform sind positiv. Ausbeute: 
0,921 g Dipeptid gibt 0,987 g Anhydrid, das sind 93,6°/,. 

! N-Bestimmung C,,H,.N,0,: 


Einwage .. . 0,071 ¢g Theor. Wert . . 12,4°/, N 
Verbr. n/20-Lis.. 6,1 cem Gef. Wert. . . 12,1 
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Aufbau und Vergirung von Glykogen 
durch maltasefreie Hefe. 
Von 


Alfred Gottschalk. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Dezember 1925.) 








In neuerer Zeit hat Kuhn?) durch polarimetrische Be- 
obachtungen bei der fermentativen Starkespaltung die Fest- 
stellung gemacht, daB Speichel- und Pankreasamylase sowie 
die Amylase des Aspergillus Oryzae (Takadiastase) durch 
Einwirkung auf Starke die entstehende Maltose in abwirts 


mutierender Form hervorbringen, wibrend Malzamylase dieses | 
Disaccharid in aufwirts mutierender Modifikation in Freiheit § 
setzt.2) Daraus wurde die SchluBfolgerung gezogen, daf es | 
zwei Arten stirkespaltender Fermente gibt, w- und 6-Amylasen; | 
die einen lésen «-glucosidische Bindungen, die andern sprengen §f 


Verkettungen f-glucosidischer Natur. Trotz des verschiedenen 


Angriffspunktes dieser beiden Amylasearten ist das Endprodukt | 


ihrer Wirkungen stets die «-glucosidische Maltose. Diese Tat- 


sache wurde durch die Annahme sterischer und struktureller | 


Umlagerungen nach erfolgter Spaltung des Stirkemolekiiles er- 


klirt und fihrte weiterhin zur Forderung des Vorhandenseins j 


besonderer Sauerstoffbriicken in den Kohlenhydraten der Starke. 





1) R. Kuhn, Chem. Ber. Bd. 57, 8. 1965 (1924); Liebigs Ann. der 


Chem. Bd. 448, 8. 1 (1925). 


*) Vgl. hierzu auch H. v. Euler u. K. Helleberg, Diese Zs. F 


Bd. 189, S. 24 (1924). 
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Pringsheim’), der bereits frither auf Grund des von 
ihm nachgewiesenen quantitiven Uberganges des Trihexosans 
in das Disaccharid Maltose die Annahme labiler Glucosereste 
als Bausteine der Starke gemacht hatte’), hat dann auf Grund 
der Kuhnschen HEntdeckung ein maltasearmes bzw. maltase- 
freies Pankreatinpriparat gleichzeitig mit Malzauszug auf 
Starke einwirken lassen. Es ergab sich in diesen Versuchen, 
eine mehr oder weniger weitgehende Spaltung von Starke in 
Glucose. Im Hinblick auf die engen Beziehungen, die zwischen 
der Hillsubstanz der Stirke, dem Amylopektin, und dem 
Glykogen bestehen, erschien die Untersuchung von Interesse, 
ob auch das in pflanzlichen und tierischen Zellen weithin ver- 
breitete Glykogen in Abwesenheit von Maltase, allein durch 
Amylasenwirkungen, aufgespalten werden kann. Dabei war es 
unser Bestreben, das kiinstliche, pflanzlich-tierische Ferment- 
gemisch Pringsheims durch ein in der Natur vorkommendes 
maltasefreies Amylasensystem zu ersetzen. 

Der Hefepilz Saccharomyces Ludwigii stellt einen diesen 
Anforderungen geniigenden Organismus dar. Diese Hefe ist 
volistandig frei von Maltase und enthilt ebenfalls keine 
Maltozymase im Sinne Willstatters.*) Maltose wird von dem 
Pilze nicht angegriffen: 


Ansatz: 2,0g frische Hefe (Sacch. Ludw.) +20 eem 5°/,iger 
Maltoselésung bei 35°. Keine CO,-Entwicklung. 


Ks standen uns etwa 115 g (feuchtes Gewicht) der Rein- 
kultur von Saccharomyces Ludwigii zur Verfiigung, die in der 
Botanischen Abteilung des hiesigen Institutes fiir Garungs- 
gewerbe*) auf dextrosehaltiger Salzlésung mittels des fiir die 


_PreBhefeziichtung iiblichen Liiftungsverfahrens herangeziichtet 


worden war. 





*) H. Pringsheim u. J. Leibowitz, Chem. Ber. Bd. of S. 1262 
(1925). 


*) H. Pringsheim, Chem. Ber. Bd. 57, S. 1581 (1924). 
*) S. Willstitter u. W. Steibelt, Diese Zs. Bd. 111, 8S. 157 


: (1920); Bd. 115, S, 211 (1921). 


*) Herrn Glaubitz vom Institut fiir Girungagemerbe, Berlin, bin 
ich fir die miihevolle Arbeit der Ziichtung dieser Reinkultur zu groflens 
Dank verpflichtet. 
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Die Hefe gab mit Jod-Jodkaliumlésung typische Glykogen- 
firbung. 110 g Saccharomyces Ludwigii wurden in der 
folgenden Weise verarbeitet: 


Durch Lufttrocknen wurden 30 g Trockenpriiparat gewonnen, aus 
dem durch Suspension in 100 cem Leitungswasser und 2'/, stiindige 
Mazeration bei 37° Lebedewscher Saft bereitet wurde. Es sei hervor- 
gehoben, daB 30 Minuten nach Beginn der Mazeration kriftige Selbst- 
giirung in der Hefenaufschwemmung auftrat. Wir erhielten 25 cem 
Saft und stellten hiermit die folgenden Versuche an: 








ecem gebildeter CO, 
Ansatz ° nach Bemerkungen 


a* | we | ae 








5,0 cem Mazerationssaft + 
0,05 ceem Tolul bei 35°] 0,0 | 0,0 | 0,3 


10,0 cem Mazerationssaft + 
+ 01g Maltose + 
0,1 cem Toluol bei 35°. | 0,0 0,0 0,5 

10,0 eem Mazerationssaft + | Bei Versuchsende wa- 


01 g Glykogen + ren im Filtrat des An- 


0,1 ccm Toluol bei 85°. | 72 | 9,8 | 18,7 | Palges Gesetanvon ot 
die! 


Mischung in der Hitze 
reduzierten. (Maltose?) 














Aus den gemachten Beobachtungen geht in eindeutiger 
Weise hervor, daB der maltase- und maltozymasefreie Hefepilz 
Saccharomyces Ludwigii sowohl aus Dextrose Glykogen aui- 
baut!) als auch dies Polysaccharid zu vergiren vermag. Da: 
Vorhandensein von Glykogen in der auf Dextrose — Salzlésung 
herangeztichteten Hefe folgt aus dem positiven Ausfall der Jod- 
reaktion (Hefegummi gibt diese Farbung nicht) und vor allem 
auch aus der deutlich sichtbaren Selbstvergérung des Trocken- 
praparates beim Vorgange der Mazeration. Da8 als Substrat 
der Selbstgarung der Hefe fast ausschlieBlich Glykogen in 





1) H. v. Euler u. K. Josephson (Diese Zs. Bd. 120, §. 42 [1922), 
die den Maltose nicht vergirenden Saccharomyces Marxianus auf Maltose- 
lésung ziichten konnten, ziehen Glykogenbildung aus diesem Disaccharid | 
ohne Spaltung unter Umlagerung und Polymerisation in Erwigung. : 











B'S. 173 (1925). 
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Betracht kommt, konnte ir friheren Untersuchungen gezeigt 
werden.’) 

Ebenso geht der Abbau des Glykogens mit nachfolgender 
Vergirung des enstehenden Zuckers bei Sacch. Ludwigii ohne 
Beteiligung von Maltase vonstatten.?) Daraus folgt, daB — 
gum mindesten bei diesem Hefepilz — Maltose kein unmittel- 
bares Zwischenglied beim fermentativen Glykogenabbau dar- 


stellt, vielmehr in diesem Disaccharide, wie Pringsheim) 


und v. Euler‘) annehmen, ein Reversionsprodukt zu erblicken 
ist. Und fernerhin darf aus dem Befunde, daB allein durch kom- 
binierte Wirkung von @- und f-Amylase ein- und desselben 
maltasefreien Pilzes die glucosidischen Bindungen im Glykogen- 
molekiil gekniipft und gelést werden, auf das Fehlen von 
Maltosebindungen in diesem Polysaccharid geschlossen werden. 





1!) A. Gottschalk, Uber Hefeamylase im Druck; erscheint Bd. 153 
dieser Zs. 

*®) Erwihnt sei, da8 Mazerationssaft von getrocknetem Saech. Lud- 
wigii Glykogen in geringerem Umfange vergiirt als Mazerationssaft von 
Trockenunterhefen (Schulthei8-Patzenhofer). (Vgl. hierzu A. Gottschalk, 
a. a. 0.) 

*’) H. Pringsheim, a. a. O. 

*) H. v. Euler u. K. Myrbiick, Svensk Kemisk Tidskrift, hift 7, 
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Biochemische Synthese 
von Fumarsidure aus Brenztraubensaure. 


Von 


Alfred Gottschalk. 





(Der Redaktion zugegangen am 23, Dezember 1925.) 


Bildung und Vorkommen von Fumarsiure bzw. Fumaraten 
im Tier- und Pflanzenkérper sind bereits langere Zeit bekannt. 
So hat Einbeck*) Fumarsiure als regelmaBigen Bestandteil 
frischen Rindfleisches aufgefunden und weiterhin dargetan, daf 
bei der Einwirkung von Muskelbrei auf Bernsteinsiure in Gegen- 
wart von Sauerstoff Fumarsiure gebildet wird. Weiterhin ist 
das Vorkommen von Fumaraten in griinen Pflanzen (5 Phanero- 
gamen) sichergestellt. Vor allem aber ist bei den Mikroorga- 
nismen der Nachweis der Fumarsiurebildung gelungen. Mehr 
als 20 Pilzarten sind beschrieben, bei denen Fumarsidure als 
faBbares Glied des Zellstoffwechsels ermittelt worden ist.?) 

Weniger gut sind wir hingegen iiber den Chemismus der 
Fumarsiurebildung in den Lebewesen unterrichtet. Sehen wir 
von der erwaihnten Entstehung der Fumarsaure in tierischen 
Zellen aus der mit Wasserstoff gesittigten Vorstufe Bernstein- 
siure ab, da durch diesen Vorgang die Bildung der 4-Kohlen- 
stofikette dem Versténdnis nicht niher gebracht wird, so sind 
wir in der Kenntnis vom FumarsiurebildungsprozeB auf die Ver- 
suchsergebnisse von F. Ehrlich und C. Wehmer beschrankt. 





1) H. Einbeck, Diese Zs. Bd. 87, 8. 145 (1918); Bd. 90, 8. 301 (1914); 
Biochem. Zs. Bd. 95, S. 296 (1919). 


*) vygl. hierzu C. Wehmer, Pflanzenstoffe 1911. 
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Bekanntlich hat Ehrlich’) im Jahre 1911 die Beobachtung 
gemacht, da der verbreitete Schimmelpilz Rhizopus nigricans 
(mucor stolonifer) bei Ziichtung auf Nahrlésungen, die neben 
den iiblichen Mineralsalzen Kohlenhydrate und Stickstoff- 
verbindungen in bestimmter Zusammensetzung enthalten, im 
Verlaufe von 6—8 Wochen erhebliche Mengen von Fumarsdure 
(83—4g Fumarsiure bei 5—6 g gewachsener Trockensubstanz des 
Pilzes) produziert und in die Umgebung ausscheidet. Grund- 
bedingung fiir die Entstehung der Fumarsiure war vor allem 
die Gegenwart iiberschiissiger Mengen von Glucose oder Fructose; 
von Wichtigkeit erwies sich auch die Auswahl einer geeigneten 
Versuchsdauer, da bei langerem Wachstum des Pilzes die Fumar- 
siure weiteren Umwandlungen unterliegt. Auf Grund seiner Er- 
gebnisse sprach Ehrlich die Fumarsiaure als ein Zwischenglied 
des Kohlenhydratabbaues beim Rhizopus nigricans an. Spiter- 
hin fiigte Ehrlich?) seinen friiheren Beobachtungen noch die 
weitere hinzu, da8 der Pilz mucor stolonifer neben Fumarsaure 
und fliichtigen Sauren auch Bernsteinsdure, 1-Apfelsiure und 
d-Milchsiure bildet. Wehmer’) stellte in Erginzung dieser 
Befunde fest, da8 Aspergillus fumaricus betriichtliche Mengen 
von Zucker (Rohrzucker, Malzzucker, Traubenzucker) in freie 
Fumarsiure iiberfiihrt und zwar in einem AusmaBe von 60—70°/, 
des angewandten Kohlenhydrats. 


Im Hinblick auf die angefiihrten Befunde erscheint so viel 
gewiB, daB Fumarsiure im Pilzstoffwechsel vornehmlich aus 
Kohlenhydraten stammt. Auf welchen Wegen sich aber der 
‘Ubergang des 6-C-Geriistes der Hexosen in die 4-gliedrige 
C-Kette der ungesittigten Dicarbonsiure vollzieht, ist un- 
bekannt. Um einen Einblick in diesen biochemischen Umbau zu 
gewinnen, wurden die im folgenden mitgeteilten Versuche an- 
gestellt. Ausgangspunkt fiir die durchgefiihrten Untersuchungen 
war die von Neuberg‘) insbesondere fiir den Hefepilz, dann 





1) F. Ehrlich, Chem. Ber. Bd. 44, 8. 3737 (1911). 
*) F. Ehrlich, Chem. Ber. Bd. 52, 8S. 63 (1919). 
8) C. Wehmer, Chem. Ber. Bd. 51, S. 1668 (1918). 
*) C. Neuberg, Chem. Ber. Bd. 55, 8. 83624 (1922). 
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aber auch fiir viele Schimmelpilze und Bakterien begriindete 
Vorstellung, da8 beim Abbau des Zuckers durch diese Mikro- 
organismen die Brenztraubensiurestufe durchlaufen wird. Die 
Experimente wurden infolgedessen in der Weise gestaltet, da 
der Schimmelpilz Rhizopus nigricans auf einen anorganischen 
Nahrboden tiberimpft wurde, dem als einziger organischer Be- 
standteil die Kohlenstoffquelle Brenztraubensaure zugesetzt war. 
Nach einem bestimmten Zeitintervall wurde das Wachstum des 
Pilzes unterbrochen und der Ansatz auf die gebildeten Stoff- 
wechselprodukte hin aufgearbeitet. 


Methodik: 


Eine Reinkultur von Rhizopus nigricans wurde innerhalb weniger 
Tage auf Agarplatten herangeziichtet. : 

Fiir die Versuche wurden die folgenden mineralischen Nihrsalz- 
lésungen getrennt bereitet und sterilisiert: 


Nahrsalzliésung a. Nibrsalzlésung b. 
2,0 g K,HPO, 10,0 g (NH,),80, 
8,0 g NaCl 500 ecm H,O 
0,1 g MgSO, 
500 cem H,O 


Die Versuche wurden in sterilen Kulturkélbchen in der folgenden 
Weise angesetzt: 60 cem obiger Nihrsalzlésung a + 65 ecem Nihrsalz- 
lésung b + 10 g sterilisierter Kreide + 3,0 cem frisch destillierter Brenz- 
traubensiure. Das Kélbchen wurde wihrend der Dauer von 1—2 Stunden 
mehrmals vorsichtig umgeschiittelt, um eine méglichst vollstindige Neu- 
tralisation der Brenztraubensiure zu erzielen. Alsdann wurde der An- 
satz mit einigen Platinédsen der sterilen Reinkultur von Rhizopus nigri- 
cans beimpft und bei 25° aufbewahrt. Als Wachstums- und Sterilitiits- 
kontrolle diente ein Ansatz, in dem die Brenztraubensiure durch eine 
gleiche Menge Fruchtzuckers ersetzt war. 

In einigen Versuchen wurde zur Erreichung eines besseren Pilz- 
wachstums auf der Brenztraubensiure-Nihrlésung in der Weise ver- 
fahren, daB die Reinkultur des Pilzes vor ihrer Uberimpfung auf den 
Hauptansatz zwecks Gewéhnung an die Brenztraubensiure einer Passage 
iiber eine Nihrlésung der folgenden Zusammensetzung unterworfen wurde: 

65 ecm sterilisierter Nihrsalzlésung b + 10,0 g Fructose in Kultur- 
kélbchen aufgekocht; nach dem Erkalten Zusatz von 60 ccm sterilisierter 
Nihrsalzlésung a und von 10g sterilisierter Kreide. Beimpft mit Pilz- 
mycel von Rhizopus nigricans. An den folgenden drei Tagen wurden 
unter aseptischen Kautelen in die Kulturkélbchen 0,5, 1,0 und 1,0 ecm 
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frisch destillierter Brenztraubensiure gegeben. Bei der nachfolgenden 
Uberimpfung des so vorbehandelten Rhizopus auf den Hauptansatz wurde 
das zur Verwendung gelangende Pilzmaterial durch Abwaschen mit keim- 
freiem Wasser von etwa anhaftenden Teilchen der Brenztraubensiure- 
Zuckerlésung befreit. 

Die Aufarbeitung der Versuche geschah in der folgenden 


Weise: 

Zunichst wurde das tiberimpfte und weitergewachsene Pilzmycel 
des Bakterienansatzes vorsichtig aus dem Kolben entfernt, mit Wasser ab- 
gesptilt und das Waschwasser mit dem Ansatze vereinigt. Alsdann wurde 
der Ansatz 5 Minuten lang auf dem siedenden Wasserbad erhitzt und 
nach Abkiihlung in einigen entnommenen und filtrierten cem die Nitro- 
prussidreaktion auf Brenztraubens&ure angestellt. Fiel dieselbe negativ 
aus, d.h. war die Brenztraubensiure von dem Pilze umgesetzt worden, 
so wurde der Kolbeninhalt bis zur kongosauren Reaktion mit verd. H,SO, 
versetzt. Nunmehr wurde vom Gips abfiltriert, nachgewaschen und das 
Filtrat am absteigenden Kiihlsystem mit Wasserdampf so lange iber- 
destilliert, bis die iibergehende Fiiissigkeit keine saure Reaktion mehr 
zeigte. Das saure Destillat wurde mit konz. Lésung von Natr. carbon. 
bis zur schwach alkalischen Reaktion versetzt und auf dem Wasserbade 
bis auf 20 ccm eingeengt. In der eingeengten Fliissigkeit war stets 
Ameisensiure deutlich nachweisbar. Zwecks Zerstérung der Ameisen- 
siure wurde die Fliissigkeit mit verd. H,SO, kongosauer gemacht und 
nach Zusatz von 20g Hydrarg. sulfuric. oxydat. neutr. 4 Stunden lang 
unter Riickflufkiihlung gekocht. Nach dem Abkihlen wurde filtriert, 
das schwefelsaure Filtrat in der oben beschriebenen Weise wiederum 
tiberdestilliert und das Destillat nach Zusatz von Natr. carbon. eingeengt. 
Diese Lésung wurde mit chlorfreier HNO, genau neutralisiert, zur Ent- 
fernung letzter Reste von Ameisenséiure mit 1 Tropfen konz. AgNO,- 
Lésung versetzt und von dem entstehenden Niederschlage abfiltriert. 
Zu dem klaren Filtrate wurden 2 ccm konz. AgNO,-Lésung (1,5 g AgNO, 
+ 2 cem aq. dest.) gegeben und das sich abscheidende Silbersalz nach 
Abnutschen und Trocknen gewogen und durch Ausfiihrung einer Silber- 
bestimmung analysiert. 

Der Riickstand des ersten Destillates wurde ammoniakalisch ge- 
macht und auf dem Wasserbade bis auf 20 ccm eingeengt. Die eingeengte 
Flissigkeit wurde nach Ansiiuren mit verd. H,SO, und Filtration 24 Stunden 
lang im Extraktionsapparate mit Ather ausgezogen. Der nach Verdunsten 
des Athers erhaltene Riickstand zeigte stets eine deutlich positive Thiophen- 
probe (Milchsiure) und krystallisierte nach mehrmaligem Durchrihren mit 
Ather ‘und AbgieBen der iiberstehenden Flissigkeit schén aus. Die so 
gewonnenen Krystalle wurden aus heifem Wasser umkrystallisiert, ge- 
trocknet, gewogen und durch Bestimmung des Schmelzpunktes, durch 
Titration sowie durch Darstellung und Analyse des Silbersalzes identifiziert. 
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Tabelle. 




















An Stoffwechselprodukten wurden nachgewiesen 
Menge 
zu- Dauer 
gefiigter | der Pilz- Fumarsiure -Essigsaure Milchsiaure. 
Brenz- ein- 
trauben-| wirkung Schmelz- Ag-Salz | Memge| as sal 
eee : 8-alzZ : 
Me Titrat Silber- 
efure nee punkt *) yas enthielt ome enthielt a 
acetat) 
| 0,116 g Substanz 
braucht ; si 
8,0 cem | 2 Monate | 0,74 g | 285—286° i vec 65,22°/, Ag | 0,62g | 64,44°/, Ag | deutlich positiv 
n/10-NaOH 
pect paeone 
te 
3,0 cem | 83 Monate | 0,70 g 286° "ot oa a | 65,15°, Ag | 0,52g | 64,80, Ag dgl. 
n/10-NaOH 
0,116 g yo og 
b te 
3,0 cem | 8 Wochen | 0,36 g | 284—285° UE en x i 0,84 g | 64,61°/, Ag dgl. 
n/10-NaOH 

















) Im zugeschmolzenen Kapillarrohr. 

















Biochemische Synthese von Fumarsiure aus Brenztraubensaéure. 141] 


Das Pilzwachstum in den Brenztraubensiureansitzen sowie 
das Verschwinden der Ketosiure im Laufe des Versuches zeigen 
an, daB Brenztraubensaure beim Rhizopus nigricans den Zucker 
in seiner Kigenschaft als Kohlenstoff- und Energiequelle weit- 
gehend zu ersetzen vermag, dhnlich wie dies F. Ehrlich}) fir 
Kahm- und Kulturhefen dargetan hat. Insbesondere ist aber 
aus der Tabelle ersichtlich, da8 der Schimmelpilz Rhizopus 
nigricans aus Brenztraubensaure, der einzigen organi- 
schen Verbindung der Nahrlésung, regelmaBig Fumar- 
siure bildet. Daneben wurde in allen Pilzversuchen die 
Anwesenheit von Essigsiure nachgewiesen. Das Vorhandensein 
geringer Mengen von Milchsiure darf aus dem positiven Aus- 
fall der Thiophenprobe mit einiger Wahrscheinlichkeit geschlossen 
werden. Die quantitative Ausbeute an Fumarsiure kann als 
befriedigend betrachtet werden. So kénnten z.B. in Versuch 1 
der Tabelle aus den in der Nahrlésung zu Versuchsbeginn vor- 


handenen 3,8 g Brenztraubensiure 1,9 = = 2,5g Fumarsdure 


gebildet worden sein unter der Voraussetzung, daB 2 Mol. 
Brenztraubensiure zur Entstehung von hiéchstens 1 Mol. Fumar- 
sure Anlaf geben. Von diesem Werte abzuziehen ist die ge- 
fundene Menge Essigsaiure (umgerechnet auf Fumarsiure): 0,62 g 
Silberacetat entsprechen 0,22 g Essigsiiure. 0,22 g Essigsiure 


kénnen 0Q,11- aa = 0,20 g Fumarsiure liefern. Es bleiben 


demnach als theoretische Ausbeute 2,3 g Fumarsaure. Ge- 
funden wurden 0,74 g Fumarsiure, d. h. 32°/, der Theorie. 
Beriicksichtigt man, da8 aus der Brenztraubensaiure noch der 
gesamte Kohlenstoffgehalt des neugebildeten Pilzmycels be- 
stritten worden ist. und da8 Fumarsaure kein Endprodukt des 
Stoffwechsels von Rhizopus nigricans ist, sondern weiteren 
Umwandlungen unterliegt, so erscheint die obige Ausbeute 
hinreichend. : 








*) F. Ehrlich, Biochem. Zs. Bd. 36, S. 477 (1911). Vgl. hierzu auch 
die Feststellung A. Berthelots (C. R. Bd. 176, S. 1929 [1923]), daB 
Anaerobier auf Pyruvinatnihrbéden geziichtet werden kénnen sowie den 
Befund von E. Aubel und J. Salabartan (C. R. Bd. 180, 8. 1784[1925)), 
da8 B. coli imstande ist, seine lebende Substanz aus Brenztraubensiure 
als C-Quelle aufzubauen. 
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Auf Grund der Versuchsergebnisse darf mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit angenommen werden, daB die Fumarsiiure- 
bildung aus Kohlenhydrat beim Rhizopus nigricans iiber die 
Brenztraubensiurestufe verliuft. Uber den Chemismus der 
Umwandlung von Brenztraubensiure in Fumarsiure 1aBt sich 
Bestimmtes nicht aussagen. Doch darf wohl in dem Befunde 
des regelmaBigen Vorkommens von Essigsiure neben Fumar- 
siure in obigen Pilzversuchen ein Hinweis darauf erblickt 
werden, da Essigsiure das Zwischenglied ist, d.h. jene Ab- 
baustufe, die gleichzeitig Ausgangspunkt der Kohlenstoffketten- 
verkniipfung ist. Wir neigen zur Annahme, da8 Brenztrauben- 
siure durch Decarboxylierung in Acetaldehyd und CO, 
iibergefiihrt und dieser Acetaldehyd durch Oxydation") in 
Essigsiure umgewandelt wird. 2 Mol. Essigstiure wiirden sich 
dann unter Austritt von 2H zu Bernsteinsiure*) zusammen- 
schlieBen und diese durch weitere Dehydrierung in die un- 
gesittigte Fumarsaure tibergehen, Ebenso wie dies Neuberg 
und Arinstein*) fir die Entstehung von Buttersiure aus 
Kohlenhydraten erwiesen haben, geht also auch im Chemismus 
der biologischen Fumarsiurebildung aus Zucker der Synthese 
ein weitgehender Abbau des Ausgangsproduktes voraus. In 
dem mitgeteilten Befunde des gleichzeitigen Vorkommens von 
Essigsiure und Fumarsiure in einem Ansatze, dessen einzige 
C-Quelle Brenztraubensaure ist, scheint uns eine experimentelle 
Stiitze fiir die Thunberg-Wielandsche*) Hypothese des 
Essigsiureabbaues in tierischen Zellen gelegen zu sein. 





1) Die colorimetrisch nachgewiesene Milchsaure verdankt vielleicht 
ihre Entstehung der mit der Oxydation von Acetaldehyd zu Essigsaure 
gekoppelten Reduktion der Brenztraubensiure. 

*) So haben E. Ch. Grey (Proc. of. the roy. soc. Bd. 96, S. 156 
(1924) sowie W. C. de Graaff u. A. J. Le Févre, (Biochem. Zs. 
Bd. 155, 8. 818 [1925]) beobachtet, daB bei der Vergirung von Glycerin 
durch Coli-Bakterien in dem bunten Gemisch der Endprodukte Bernstein- 
siiure, wenn auch in sehr geringer Ausbeute, vorhanden ist. 

*) C. Neuberg u. B. Arinstein, Biochem. Zs. Bd. 117, 8. 269 
(1921). 

‘) T. Thunberg, Skand. Arch. Physiol. Bd. 40, 8S. 1 (1920); 
H. Wieland, Ergebn. d. Phys. Bd. 21, S. 407 (1922). 
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Vor allem aber zeigen die Versuche aufs deutlichste die 
weitgehenden synthetischen Fahigkeiten des Rhizopus nigricans, 
und zwar in volliger Unabhingigkeit von dem Vorhandensein 
organischer N-Verbindungen in der Nahrlésung. 

Die vorliegenden Untersuchungen wurden im biochemischen 
Institute der Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung der 
Wissenschaften zu Berlin ausgefiihrt. Dem Direktor des 
Institutes, Herrn Prof. C. Neuberg, bin ich fiir die mannig- 
fache Anregung und Unterstiitzung bei dieser Arbeit zu 
groBem Danke verpflichtet. 














Bemerkung zur III. Mitteilung’) tiber Koproporphyrin- 
synthese durch Hefe und ihre Beeinflussung. 


Von 


Hans Fischer. 
(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Minchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. Januar 1926.) 








Saccharomyces anamensis in Bierwiirze geziichtet verhilt 
sich wie kaufliche Hefe, d.h. Himin und Spuren von Kopro- 
porphyrin sind nachweisbar. Durch Fortziichtung unter den 
in obiger Mitteilung angegebenen Bedingungen verfallt die Hefe 
scheinbar einem Ahnlichen Zustand wie das hdhere Tier bei 
der Porphyrie. 

Neue Hefekulturen in Blutfarbstoff- und porphyrinfreiem 
Nahrboden haben weiter ergeben, daB bei starkem Wachstum 
keine Anderung im Gehalt an Cytochrom?) erfolgt, in dem 
Keilin*’) einen Atmungskatalysator sieht. Es ist demnach 
wahrscheinlich, daB die Hefe diesen direkt aus dem Nahr- 
boden, d. h. Zucker und anorganischem Material, synthetisiert, 
Die Verunreinigungstheorie ist also fiir die Erklarung des 
von mir in der Hefe entdeckten Blutfarbstofis hinfallig. 

Die Angaben von Keilin‘’), sowie Anson und Mirsky‘) 
iiber das Auftreten einer himochromogenartigen Spektral- 
erscheinung im Pyridinextrakt von Pflanzen, insbesondere von 
Hefe und Bohnen kénnen auch wir bestitigen, jedoch ist bereits 





1) Diese Zs. Bd. 150, S. 248 (1925). 

2) Gemessen an der Farbstirke des Pyridinextraktes (557). 

8) D. Keilin, Proc. of the Royal Soe. B. Vol. 98 (1925). 

*) Anson und Mirsky, Journ. of Physiol. Bd. 60, Juli 1925 
vgl. auch Schumm, Diese Zs. Bd. 155, S. 276 (1925). 
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nach einer Viertelstunde der Himochromogenstreifen ver- 
schwunden. Niaheres hieriiber in einer Mitteilung mit Lindner 
(im Druck). Bei der Eisessig—Athermethode lassen wir 
12 Stunden zur Extraktion stehen und nach dieser Zeit ist 
das ,Hamin“* gewdhnlich vollstindig vernichtet bzw. um- 
gewandelt und so erklart es sich, da wir seinerzeit in den 
Pflanzen nicht Haimin, dagegen die fiir den Zusammenhang 
mit Blutfarbstoff viel beweisenderen Porphyrine gefunden haben. 
In neueren Versuchen verarbeiteten wir den Haminather aus 
Léwenbrau-Frischmalz nach Abtrennung der Porphyrinfraktion, 
die ein deutliches Doppelspektrum gab (Zahlen, die nicht ganz 
konstant auf Gemisch von Kopro- und Kammerer-Porphyrin 
stimmten) auf Porphyrin. Dies ergab ein Spektrum, das am 
besten auf Kimmerer-Porphyrin stimmte. 
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Zur Frage der Zymasebildung und der CO-Enzymwirkung. 
Yon 


A. Lebedew. 





(Aus der I, Moskauer Universitat.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29. Oktober 1925.) 


Im Jahre 1911 habe ich eine ausfihrlichere Arbeit') ausgefihrt, 
um klarzustellen, inwieweit die Girkraft von Zymase- und Co-Enzym- 
wirkung abhingt. Ich kam damals zum Schlusse, daB die Menge des 
vergorenen Zuckers, wenn dieser sich in der geniigenden Konzentration 
befindet (nicht weniger als 20 °/, fiir einen sehr aktiven Saft), beinahe 
proportional der Menge des Co-Enzyms ist, daB also das Co-Enzym 
ein stéchiometrisch wirkender spezifischer Aktivator ist. Fast zu dem- 
selben Ergebnis kommen in ihrer letzten Arbeit?) auch Euler und 
Nilsson, denen wahrscheinlich meine Arbeit entgangen ist. 

Euler und Nilsson, ebenso wie einige andere Autoren’), glauben, 
daB die Zymase ganz oder zum gréBten Teil an das Protoplasma ge- 
bunden ist; es scheint mir aber, daB meine Voraussetzung, die ich auf 
Grund der Untersuchung der Eigenschaften des Mazerationssaftes, ab- 
hingig von dessen Darstellungsbedingungen, gemacht habe, da8 sich in 
den Hefezellen eine Prozymase*) befindet, richtiger ist; jedenfalls mui 
man beim Studium der Zymasebildung und Abtrennung auch diese Még- 
lichkeit ins Auge fassen. 

Weiter sagen Euler und Nilsson‘), da8 Kochsaft aus Oberhefe 
reich an Co-Enzym ist. Demgegeniiber stelle ich fest, daB diese Be- 
hauptung, wie ich in der oben zitierten Arbeit gezeigt habe, und zwar 
in dem Abschnitte, wo es sich um die Bedeutung der Heferassen fiir 
die Wirksamkeit der aus ihnen dargesteliten Mazerationssifte handelt, 
nicht immer zutrifft: gerade die sog. ,,Pariser‘‘ Oberhefe (Bickerhefe) 
lieferte einen Kochsaft, der keinen EinfluB auf die Girkraft des aktiven 
Unterhefemazerationssaftes ausiiben kann. 


en ei a et 


') Ann. de l’Inst. Pasteur, S. 682 (1911); Bull. Soc. chim. France 
4e. Bd. 9, S. 671 (1911). 

*) Diese Zs. Bd. 148, S. 23 (1925). 

8) Diese Zs. Bd. 70, S. 279 (1910); Hayduck u. Haehn, Biochem. 
Zs. Bd. 128, S. 568 (1922); Sabotka, Diese Zs. Bd. 134, 8. 1 (1923/24); 
Bd. 145, S. 91 (1925); Haehn, Biochem. Zs. Bd. 188, $. 209 (1928). 

*) Ann. de l'Inst. Pasteur, Bd. 26, S. 25 (1912); Biochem. Zs. Bd. 39, 
S. 157 (1912). ) A. a. O. 
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Uber Cytochrom, das bei seiner Spaltung entstehende 
Porphyratin und das zugehtrige Porphyrin.’) 
Von 
0. Schumm. 





(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitat, Allgemeines 
Krankenhaus Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. November 1925.) 


—— 


Unter dem Namen Cytochrom hat Keilin?) einen Be- 
standteil von Pflanzenzellen und tierischer Muskulatur be- 





1) Vgl. die zugehdérigen friiheren Mitteilungen des Verf.: 1. Nach- 
trag zu der Abhandlung ,,Uber den Muskelfarbstoff und Mac Munns 
Myohimatin“, Diese Zs. Bd. 149, S. 145 (1925); 2. Uber Himochromogen- 
reaktionen an Hefe und Pflanzensamen usw.“, Diese Zs. Bd, 150, S. 276 
(1925). 

*) D. Keilin, On Cytochrome, a Respiratory Pigment, Common to 
Animals, Yeast and Higher Plants, Proceedings of the Royal Society, 
B., Vol. 98, 1925. Keilin schreibt: ,,Considering that this pigment is 
not confined to muscles and tissues, but exist also in unicellular orga- 
nisms, and further, that there is no evidence that it is a simple haematin 
in the proper sense of the term, the names myo- and histhaematin, 
given to it by Mac Munn, are misleading. Im fact, as we shall see 
later, there is ample evidence, that this pigment is not a simple com- 
pound, but a complex formed of three distinct haemochromogen com- 
pounds, the nature of which is not yet completely elucidated. I propose 
therefore to describe it under the name of Cytochrome, signifying 
merely ,cellular pigment‘, pending the time where its composition shall 
have been properly determined. This name, which expresses also its 
intracellular nature, does not, however, relegate the pigment to any 
definite compound, an important consideration in asmuch as the pro- 
perties of various compounds cannot hereafter be ascribed to it without 
good evidence. 
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schrieben, der sowohl in seiner natiirlichen, als auch in der 
durch chemische ,,Lésungsmittel* umgewandelten Form sehr 
bezeichnende Absorptionsspektren gibt. Die von Keilin am 
pflanzlichen Cytochrom festgestellten EHigenschaften lassen es 
als méglich erscheinen, daB es mit dem von Mac Munn!) in 
tierischer Muskulatur entdeckten Myohimatin in seiner Zu- 
sammensetzung ganz oder nahe iibereinstimmt. 

Keilin hat die Anwesenheit des Myochimatins (Cyto- 
chroms) im Brustmuskel bei Insekten waihrend des Lebens 
beobachten kénnen. 

Wie Mac Munn, der annahm, daB Myohimatin ein 
respiratorischer Muskelfarbstoff sei, so halt Keilin auch das 
pflanzliche Cytochrom fiir einen der ee nenne 
dienenden Gewebsbestandteil. 

Unter der Eimwirkung einer nur sehwachen Cyankalium- 
lésung verliert das Cytochrom nach Keilin seine Fahigkeit, 
Sauerstoff aufzunehmen. Dieser Forscher nimmt an, dab Cyto- 
chrom und seine Derivate wenigstens teilweise fir die ,,Per- 
oxydasereaktionen“ im Organismus verantwortlich zu machen 
seien. Keilins Ergebnisse kénnen vielleicht als eine mittel- 
bare Bestitigung der Angaben Golas?) gelten, daB in vielen 
hdheren und niederen Pflanzen organische Kisenverbindungen 
vorkommen, die gleich dem Himatin Eisen in fester Bindung 
enthalten und bei der reduktiven Spaltung Pyrrol liefern. 

Keilins Untersuchungen bringen aber weiter die héchst 
wichtige neue Feststellung, daB Pflanzen (auch SproB- und 
Spaltpilze) einen zur Sauerstoffiibertragung befihigten, spektro- 
skopisch unmittelbar sichtbaren Bestandteil enthalten, 
der in der ,,reduzierten* Form spektralanalytisch nahe Uber- 
einstimmung mit Mac Munns Myohimatin, demnach auch 
einige Ahnlichkeit mit Hoppe-Seylers Hamochromogen 
aufweist. 

Keilins Versuche zur Isolierung des Cytochroms sind 





1) C. A. Mac Munn, Further observations on myohaematin and 
the histohaematins. Jl. of Physiol. Bd. 8, S. 51 (1887). 

*) G. Gola, ,,Atti R. Accad. dei Lincei Roma“, Vol. 24, 1915, 
Vol. 28, 1919, zit. nach Chem. Zbl. I, 1916 und I, 1922. 
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leider ebensowenig von Erfolg begleitet gewesen wie Mac 
Munns Versuche zur Isolierung seines Myohamatins. Ebenso 
liegen noch keine naheren chemischen Untersuchungen iiber 
den im Cytochrom angenommenen EHisenpyrrolkomplex vor. 

Nachdem ich eine Anzahl der wichtigsten neuen Beob- 
achtungen Keilins nachgepriift und mich von ihrer Richtigkeit 
iiberzeugt hatte, habe ich sogleich die Untersuchung des im 
Cytochrom vermuteten Hisenpyrrolkomplexes begonnen und ge- 
fanden, daB aus pflanzlichem Material eine Porphyrinkomplex- 
verbindung abgeschieden werden kann, die Hoppe-Seylers 
Hamochromogen bzw. dem e«-Haimatin mindestens tiuschend 
fbnlich ist.?) 

; L 

Vorkommen des Cytochroms. 


Das Cytochrom findet sich bei héheren Pflanzen auBer 
den von Keilin angegebenen Arten auch in verschiedenen 
Riibenarten, darunter in der Zuckerriibe. Ferner habe ich 
em Porphyratin (die Bezeichnung ,,Porphyratin“ ist in der 
folgenden Anmerkung erklirt) aus dem Fruchtkérper verschie- 
dener Arten héherer Pilze, die in frischem Zustande von mir 
untersucht wurden, abscheiden kénnen. Es bedarf keiner 
naheren Erérterung, daB das Material vor der Untersuchung 
von mir auf Reinheit (Abwesenheit von Insekten) gepriift 
worden war. Auch aus Secale cornutum lieB sich ein der- 
artiger Stoff darstellen. 

Anmerkung: Mit dem kirzeren Namen Porphyratine?) 
bezeichne ich hier und weiterhin solche natiirliche und kinst- 
liche Komplexverbindungen von Porphyrinen, die in 
Pyridin (nétigenfalls nach Zusatz von wenig Hydrazinhydrat) 
im Griin ein ahnliches Absorptionsbild liefern wie das Pyridin- 
hamochromogen, aber mit wechselndem Ort des Streifenpaares, 
wozu nach dem bisherigen Stande unserer Kenntnisse nur 
verschiedene sog. Metallkomplexverbindungen der Porphyrine, 





1) 0. Schumm, Hiamochromogenreaktionen an Hefe usw., Diese 
Zs. Bd. 150, 8. 276 (1925). 
®) Porphyrinate = echte Salze der Porphyrine, z. B. Kalium- 


porphyrinat. 
11* 
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z. B. Fe-Porphyratine und Cu-Porphyratine, befihigt sind. — 
- Die natirlichen (Fe)-Porphyratine sind demnach: 

1. Das Verdauungshimatin (von Zeynek) = w-Himatin 
nach W. Kiister). 

2. Die Saprohimatine.') Unter ihnen verhalt sich das 
zunichst entstehende anscheinend genau wie e-Himatin. Von 
den sekundiren Saprohimatinen ist bislang das Kopratin 
(natiirliche Eisenkomplexverbindung des Kopratoporphyrins) am 
besten gekennzeichnet.”) 

Von den Porphyratinen der Blutfarbstoffreihe habe ich 
spektrochemisch besonders eingehend die Hisenverbindungen 
untersucht. Wenngleich das kiinstliche (Fe)-Porphyratin aus 
a-Porphyroidin®) sich bei der Reaktion mit Pyridin und 
Hydrazinhydrat genau wie «-Hiamatin verhalt, und auch an 
dem kiinstlichen (Fe)-Porphyratin aus Kopratoporphyrin noch 
kein Unterschied gegeniiber dem natiirlichen (Kopratin) be- 
obachtet worden ist, erscheint es doch vorlaiufig noch nicht 
zulissig, die kinstlichen mit den entsprechenden natiirlichen 
bis in alle Einzelheiten der Konstitution und Konfiguration zu 
identifizieren. ; 

Alle von mir bislang untersuchten natiirlichen und kiinst- 
lichen Fe-Porphyratine stimmen darin iiberein, daB sie: 

1. in Pyridin mit wenig Hydrazinhydrat das Absorptions- 
bild des Pyridinhimochromogens mit einem fir jedes Por- 
phyratin bestimmten, stetig gleichen Ort liefern, der allerdings 
bei einigen (z. B. denen aus Mesoporphyrin und Koproporphyrin 
(wahrscheinlich auch «@-Phylloporphyrin]) fast gleich, bei 
anderen, z. B. dem aus «-Porphyroidin, Hamatoporphyin-N enki 
und Kopratoporphyrin stark verschieden ist. 

Da die Kenntnis der spektrochemischen Reaktionen der 
verschiedenen Porphyratine von groBer praktischer Be- 
deutung ist, stelle ich hier nochmals die Werte fiir die Pyridin- 
reaktion der wichtigsten (Fe)-Porphyratine zusammen. 





1) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 147, 8. 221 (1925). 
*) O.Schumm, Diese Zs. Bd. 149, S. 1 (1925). 
8) 0. Schumm, Diese Zs, Bd. 189, §. 219 (1925). 
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Mit wenig Hydrazinhydrat versetzte Lisungen der (Fe)-Por- 
phyratine (in reinstem Pyridin). 




















Kiinstliches Haupt- Natiirliche Haupt- 
Porphyratin aus streifen I Porphyratine streifen I 
a-PorphyroidinvonSchumm | 557,5 | o-Hamatin . ... 557"/, 
Phyllo eer von 
Marchlewski . » «| SERS Saprohimatine , 
Bbatopuepteyrin voiiuak’ 548,5 | Hauptfraktionen a 
Mesoporphyrin von Zaleski | 547,2 ungefahr . 545 
Koproporphyrin von j 
cfr... | Bees yonrngga ” 
Kopratoporphyrin von OPTED . . ss 
— . . . «| 545,0 











Anmerkung: Aus Pflanzen dargestelltes Porphyratin hat den Haupt- 
streifen I nahe iibereinstimmend mit a-Himatin auf ungefahr 557/558. 


Bei der Behandlung mit Hydrazinhydrat—Kisessig verhielten sich 
die von mir bislang gepriiften Fe-Porphyratine gleich, Das Myo- 
chromogen (Rohprodukt aus gefaultem tierischen Material) verhalt sich 
anscheinend anders. Uber die Ursache 1aBt sich noch kein bestimmtes 
Urteil abgeben, da die Untersuchung noch nicht abgeschlossen ist. 


Ich benutze die Gelegenheit, um darauf hinzuweisen, dab 
der Name Himochromogene friiher nur als Gruppenbezeichnung 
fir solche Kérper angewandt worden ist, fiir die eine dem 
Pyridin-Himochromogen oder Ammonium-Hamochromogen 
analoge Zusammensetzung angenommen wird, also fir ,,Ver- 
bindungen“ aus dem Hisenpyrrolkomplex des Himatins und 
einem stickstoffhaltigen Kérper (z. B. Base, Hiwei8, Peptid usw.). 
Da der Ausdruck ,Himochromogene“ neuerdings auch fiir die 
entsprechenden reduzierten LEisenkomplexverbindungen  ver- 
schiedener anderer Porphyrine angewandt worden ist”), so 
wurden danach in Zukunft zu jedem einzelnen Porphyrin eine 
ganze Reihe von Hamochromogenen gehéren. Meines Erachtens 
ware es doch vorteilhafter, wenn man allgemein zu dem fritheren 





) Der Streifen ist uneinheitlich, hat zwei feine Maxima und un- 
gefihr 556 und 549'/,. Das Minimum auf 6552,5 liegt ziemlich genau in 
der Mitte. — Streifen II hat das Maximum auf — 522"/,. 

- Ubrigens auch vom Verfasser! 
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Brauch zuriickkehrte. Ich habe mich jedenfalls entschlossen, 
weiterhin nur fiir die in Betracht kommenden Verbindungen 
des Himatins den Namen Himochromogene anzuwenden, fiir 
die analogen Verbindungen der iibrigen Fe-Porphyratine da- 
gegen die Bezeichnung ,,reduziertes (Fe)-Porphyratin“, z. B. 
, reduziertes (F'e)-Koproporphyratin“. 


Il. 


Uber das bei der Spaltung von Cytochrom entstehende 
Porphyratin.') 


Da es von gréBter Bedeutung ist, die Zusammensetzung 
des oder der vermeintlichen EHisenpyrrolkomplexe des pflanz- 
lichen und tierischen Cytochroms zuniachst wenigstens im 
groben aufzudecken und weiterhin festzustellen, ob sie in allen 
Fallen die gleichen sind, so habe ich Untersuchungen dariiber 
auBer an Hefe, Bohnen, Walniissen und Kartoffeln besonders 
an Zuckerriiben ausgefiihrt. Bei diesen Versuchen, die zunichst 
nur in kleinerem Umfange vorgenommen werden konnten, hat 
sich folgendes ergeben: 

1. Aus den pflanzlichen Materialien konnte Por- 
phyratin im allgemeinen in einer Ausbeute gewonnen 
werden, die offenbar der Starke des im urspriinglichen 
Material festgestellten Cytochromspektrums ent- 
sprach. 

2. Aus dem Porphyratin lieB sich mit Hydrazin- 
hydrat—Eisessig-Gemisch?) ein porphyrinartiger Farb- 
stoff abspalten, der in seinen spektrochemischen 
Reaktionen Ahnlichkeit sowohl mit dem #-Phyllo- 
porphyrin von Marchlewski‘) als auch mitdem e@-Por- 
phyroidin’) (bzw. w@-Haimatoporphyrin) aufwies, im 
ganzen aber am nachsten mit dem a-Porphyroidin 





1) Vgl. die Anmerkung zu I, im Text auf 8. 149. 

*) Nach dem Verfahren von Papendieck und Bonath, Diese Zs. 
Bd. 144, S. 60 (1925). | 

‘) Léon Marchlewski, Chlorophylle et pigment du sang., 
Bulletin de la société de Chimic biologique. Bd. IV, Nr. 8, 1922, 8. 476. 
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ibereinstimmte. Von Bedeutung ist dabei der Be- 
fund, da® sich aus dem Porphyrin durch Eisenung 
nach Zaleski‘) ein Porphyratin darstellen lieB, das 
spektralanalytisch, soweit feststellbar, mit dem nach 
dem gleichen Verfahren aus «-Haimatoporphyrin dar- 
gestellten’) ibereinstimmte. 

Es soll versucht werden, durch Aufarbeitung groBer 
Mengen pflanzlichen Materials geniigende Mengen des Por- 
phyratins zu erhalten, um festzustellen, ob es in seinen Higen- 
schaften so vollkommen mit dem a-Haimatin aus Blut iiberein- 
stimmt, daB die Identitét beider Kérper angenommen werden 
darf. Besonders wichtig ist natiirlich die Untersuchung der 
Substanz auf ihren Eisengehalt, die erst zuverlissig durch- 
gefiihrt werden kann, wenn reines Material in geniigender 
Menge vorliegt. 

Bekanntlich ist H. Fischer kirzlich zu dem SchluB ge- 
kommen *), daB Hefe nur zur Synthese von Porphyrin und 
zwar Koproporphyrin, nicht aber der zugehérigen Komplex- 
verbindung imstande ist und halt es fir sicher, daB das 
von ihm in der Sommer-Brauereihefe gefundene Kammerer- 
sche Porphyrin (= enteisentes Himatin) dadurch entstanden 
sei, daB jene Hefe mit Fliegen verunreinigt war. Ich bin 
durch sehr viele Untersuchungen an guter, vollkommen frischer 
Brennereihefe zu dem sichern Ergebnis gekommen, da8 darin 
nicht freies Porphyrin vorherrscht, sondern zweifellos eine 
oder mehrere Komplexverbindungen. Dieser Schlu8 ist 
schon von Keilin aus seinen spektroskopischen Beobachtungen 
an der Hefe selbst gezogen worden. Immerhin verdient hervor- 
gehoben zu werden, daB bei den von mir in vielen Dutzenden 
von Fallen aus frischer Brennereihefe verschiedener Fabriken 
dargestellten Pyridinextrakten ausnahmslos die Spektral- 
erscheinung des Porphyratins vorherrschte. Der Ge- 
halt an freiem Porphyrin (den spektrochemischen Reaktionen 
nach anscheinend Koproporphyrin, keinesfalls Kiammerers 





) Zaleski, Diese Zs. Bd. 48, S. 11 (1904). 
*) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 139, S. 246 (1925). 
*) H. Fischer u. H. Fink, Diese Zs. Bd. 144, S. 108 (1925). 
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Porphyrin) war so gering, daBerbeiden Pyridinextrakten 
spektroskopisch gar nicht hervortrat. Zum Nachweis der 
Spuren freien Porphyrins muBte die Hefe mit Hisessig extrahiert, 
der Auszug mit Ather verdiinnt und in bekannter Weise weiter 
verarbeitet werden. — Wire die Annahme richtig, daB Hefe, 
wie H. Fischer und H. Fink“) meinen, nur die ,Synthese“ 
von Porphyrin, und zwar Koproporphyrin, nicht aber die 
der zugehérigen Komplexverbindung, d. i. eines Porphyratins, 
vollzieht, so kénnten Pyridinausziige aus Hefe nicht das von 
Anson nnd Mirski und von mir in vollkommener Uberein- 
stimmung beschriebene (jederzeit an Hefe leicht aufzuzeigende 
Spektrum einer Porphyrinkomplexverbindung liefern, denn es 
ist bislang nicht bekannt (und hat auch von mir in keinerlei 
Versuchen erreicht werden kénnen), daB die Lésung eines 
freien Porphyrins in Pyridin das zweistreifige Spektrum eines 
reduzierten Fe-Porphyratins gibt! 

Der nach meinen Versuchen in der Brennereihefe stets 
in etwa gleicher Menge vorhandene Gehalt an einer Komplex- 
verbindung, die bei der Spaltung mit Hydrazinhydrat—Lisessig 
ein primires Porphyrin liefert, bietet angesichts der neu 
erkannten phytochemischen Umwandlungsméglichkeiten des 
«-Himatins — zu mehreren verschiedenen Porphyrinen — die 
Méglichkeit, daB nicht nur bei der Faulnis und sog. aseptischen 
Autolyse, sondern auch beim Wachstum in Nihrbéden, die von 
den natiirlichen Bedingungen stark abweichen, verschiedene 
Porphyrine entstehen. Falls das Porphyratin der Hefe Himatin 
oder ein ihm sehr nahestehendes Porphyratin ist, l4Bt sich 
sogar mit groBer Wahrscheinlichkeit voraussagen, welche Por- 
phyrine z. B. daraus bei der Faulnis entstehen kénnten. 

Ich méchte noch einem Einwand entgegentreten, der 
méglicherweise gegen die Beweiskraft derjenigen Versuche ge- 
macht werden kénnte, in denen pflanzliches Material zur Ge- 
winnung des Porphyratins mit Eisessig behandelt worden 
ist. Es kénnte fiir méglich gehalten werden, daB das ge- 





1) H. Fischer und H. Fink, Uber Koproporphyrinsynthese durch 
Hefe und ihre Beeinflussung, II, Diese Zs. Bd. 144, 8. 103 (1925). 
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fandene Porphyratin aus urspriinglich vorhandenem Porphyrin 
und einer Kisenverbindung unter der Kinwirkung des Hisessigs 
entstanden sei. — Eine solche Deutung wire, von anderen 
Griinden abgesehen, schon deshalb falsch, weil: 

1. Die Ausbeute an Porphyratin mit der Starke des 
(fraglos nicht durch freies Porphyrin, sondern durch irgend- 
welche Komplexverbindungen bedingten) Cytochromspektrums 
des unbehandelten oder nur mit Glycerin’) aufgehellten 
pflanzlichen Materials gleichsteht. 

2. Aus Hefe mit 2°/,iger oder stirkerer Kalilauge eine 
Lésung erhalten wird, die (besonders deutlich nach Zusatz von 
Hydrazinhydrat) das fiir eine Komplexverbindung beweisende 
Myochromogenspektrum gibt. Das ,,Myochromogen“ 14Bt sich 
der Hefe auch mit Ammoniakflissigkeit entziehen. — 

8. Aus Hefe mit einem Gemisch aus Kalilauge und Cyan- 
natrium eine Liésung erhalten werden kann, die mit Hydrazin- 
hydrat das fiir eine Komplexverbindung bezeichnende Cyan— 
,Myochromogen“spektrum gibt. 

4, Nicht nur an den Hisessigextrakten von Hefe und 
Pflanzensamen eine sauerstoffiibertragende Wirkung festgestellt, 
sondern auch schon am Cytochrom in seiner natiirlichen Form 
die Fahigkeit zum Sauerstoffwechsel (von Keilin) nachgewiesen 
worden ist. 

Freie Porphyrine unterscheiden sich bekanntlich von den 
Kisenkomplexverbindungen gerade dadurch, daB sie weder die 
»Peroxydasereaktion“ mit Benzidin und Kisessig u.a. geben, 
noch nach Art der gedachten Komplexverbindungen 
von einer héheren zu der niederen Oxydationsstufe (und um- 
gekehrt) wechseln kénnen. 

Die Mengen, in denen sich die fragliche Verbindung in 
Hefe und anderem pflanzlichen Material findet, sind an sich 
gering.*) Trotzdem darf als wahrscheinlich angenommen werden, 
da8 ihr wegen ihrer Fahigkeit zur Sauerstoffiibertragung eine 
sehr groBe Bedeutung zukommt. 





1) O.Schumm, Diese Zs. Bd. 150, §. 282 (1925). 
*) Die sehr starke Absorptionskraft fiir einen kleinen Spektralbezirk 
kann leicht dazu verlocken, daB man die Menge des Cytochroms iiberschitzt. 
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Anmerkung 1. Gleichzeitig mit der Bearbeitung des pflanzlichen 
Cytochroms habe ich auch die chemische Untersuchung des in der Brust- 
muskulatur von Insekten enthaltenen Myohimatins in Angriff genommen '), 
mich aber der vorgeriickten Jahreszeit halber auf einige Versuche be- 
schrinken miissen. Ein rohes Porphyratinpriparat aus der Brustmusku- 
latur von Wespen ergab bei der Behandlung mit Hydrazinhydrat- 
Eisessig einen porphyrinartigen Farbstoff, der sich in seiner roh ab- 
geschiedenen Form dem aus pflanzlichem Porphyratin gewonnenen sehr 
ibnlich verhielt. Der Versuch mu8 selbstverstindlich an gréBeren Mengen 
Material wiederholt und noch griindlicher durchgefiihrt werden. Ich 
halte es aber schon nach dem Ergebnis dieses in kleinem Umfange 
durchgefiihrten Versuches fiir sehr wohl méglich, daB dieses Porphyratin 
aus Insektenmuskeln dasselbe Porphyrin enthalt wie das aus Pflanzen 
dargestellte, und da8 wabrscheinlich auch aus dem Herzmuskel héherer 
Tiere ein gleiches Porphyratin gewonnen werden kann wie aus der 
Brustmuskulatur von Insekten.*) Es ist méglich, daB die Frage sich 
mittelbar durch die von mir in Angriff genommene Untersuchung des 
im Herzen von Miusen, Ratten u. a. Siugern vorhandenen Myohamatins 
(bzw. Cytochroms) entscheiden 1a8t. 2 

Anm, 2. Diein ihrer Ursache noch nicht befriedigend aufgekliarte Eigen- 
schaft der Pyridinausztige von Hefe, rotwirts vom,,Hauptstreifen 557“ einen 
ziemlich starken Streifen auf ungefahr 585 zu erzeugen, habe ich ebenso an 
den Pyridinausziigen der Brustmuskulatur von Wespen nachweisen kénnen. 

Ich fiithre unten einige Belege fiir diejenigen Versuche 
an, die nur unter bedeutendem Zeitaufwand nachgepriift werden 
kénnten. Von einer Wiedergabe der Protokolle zu den Unter- 
suchungen iiber die Verbreitung des Cytochroms habe ich ab- 
gesehen, da diese leicht nachgepriift werden kénnen. 

Die Untersuchung iiber das pflanzliche Porphyratin wird 


fortgesetzt. 
Belege. 


Das nach der Kisessig—Chloroformmethode *) roh dargestellte 
Porphyratin wurde nach dem Verfahren von Papendieck und 





1) Vgl. auch meine II. Abhandl. iiber den Muskelfarbstoff, Diese Zs. 
im Druck. 

*) Vgl. auch meine demniichst erscheinende II. Mitteilung tiber den 
Muskelfarbstoff. 

*) Beispiel: Frische Brennereihefe mit Eisessig gemischt, nach 
24 Stunden der Auszug mit Chloroform behandelt (meistens bei gewdéhn- 
licher Temperatur, einige Male bei etwa 40—50°), der Chloroformauszug 
gewaschen und abdestilliert. Walniisse wurden gemahlen, mit Ather 
gewaschen, danach mit Eisessig behandelt. 
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Bonath?), in Hisessig gelést, nach Zusatz von wenig Hydrazin- 
hydrat 1—2 Tage bei 15—20° gehalten und das entstandene 
,Porphyrin* aus dem Reaktionsgemisch in bekannter Weise 
abgeschieden. 


1. a) Frische, reife, von der Samenhaut befreite weiBe 
Bohnen. Das erhaltene ,,Porphyrin“ zeigt in ungefaihr 5°/,iger 
(Salzsiure gelést ein ganz reines Porphyrin-Saurespektrum 
I. etwa 600; III. etwa 5551/,), in etwa 25°/,iger Salzsaure: 
I, 602,83; ILI. etwa 557,3. Das aus der Salzsiure mit Natrium- 
acetat in Ather tibergefiihrte Porphyrin gibt bei der Eisenung 
ein Porphyratin, das in Pyridin gelést mit wenig Hydrazin- 
hydrat das Himochromogenspektrum mit dem Ort des Haupt- 
streifens auf etwa yu 556 (also in naher Ubereinstimmung mit 
reduziertem «-Himatin) gibt. 

b) Der Versuch wird wiederholt; das erhaltene ,,Por- 
phyrin“ gibt in Pyridin gelést etwa dasselbe Spektrum wie 
das unter den gleichen Bedingungen aus w-Hamatin erhaltene 
a-Porphyroidin. | 

2. Geschilte, frisch geerntete Kartoffeln. Das aus dem 
Porphyratin in obiger Weise abgespaltene Porphyrin zeigt in 
ungefabr 5°/,iger Salzsiure ein reines Porphyrin-Siurespektrum: 
I, 600; Il. 555,8; in schwach essigsiurehaltigem Ather: I. 632,5; 
Ii. Maximum (violettwirts) 575,7; III. etwa 536 (Maximum), 
Mitte des Streifens 537,4; IV. angenahert 504. Die gleich- 
zeitige Beobachtung am Vergleichsspektrometer ergibt Wber- 
einstimmung mit einem Priparat reinem, krystallisiertem a-Por- 
phyroidin, mit der einzigen Abweichung, daB die dem Streifen IT 
bekanntlich eigene Asymmetrie bei dem reinen w-Porphyroidin 
klarer ausgeprigt ist. In schwach alkalischer Lésung gab das 
Porphyrin ein mit dem des w-Hamatoporphrins nahe tiberein- 
stimmendes Spektrum?): I. 684; II. etwa 583; III. etwa 545; 
IV. etwa 512; in 25°/,iger Salzsiure das reine Porphyrin- 
Saiurespektrum: I. 602,4; III. 557,6; ferner nach Hisenung ein 





A. a, O. 
*) Wegen des alkalischen «-Porphyroidin und o-Himatoporphyrin- 
spektrums vgl. 0. Schumm, Diese Zs. Bd. 189, S. 219 (1924). 
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Porphyratin, das in Pyridin mit wenig Hydrazinhydrat das mit 
dem des ,,reduzierten“ «-Hamatins vollstindig tibereinstimmende 
Hamochromogenspektrum: I. 557,6; II. etwa 527 lieferte. 

Geschilte, frisch geerntete Kartoffeln. Das aus dem Rob- 
porphyratin bei der Behandlung mit Eisessig—Hydrazinhydrat 
erhaltene Porphyrin zeigte dieselben EKigenschaften wie bei dem 
ersten Versuch. Bei einem dritten Versuch gab das abgespaltene 
Porphyrin in der urspriinglichen, nicht gereinigten Atherlésung 
ein eigentiimliches Spektrum, vermutlich bedingt durch gleich- 
zeitige Anwesenheit von freiem Porphyrin und einer Komplex- 
verbindung. Die Hauptstreifen I—III der rohen Atherlésung 
lagen auf 632 (schmal, scharf begrenzt wie bei a-Porphyroidin), 
II. breiterer unsymmetrischer viel dunklerer Streifen mit Max. 
auf 566, II. schmilerer hellerer Streifen auf 535+/,. — 

8. Geschilte, frisch geerntete Zuckerriiben aus der Um- 
gebung Hannovers. Das aus dem Porphyratin abgespaltene 
Rohporphyrin gibt ein mit dem «-Haimatoporphyrin nahe iiber- 
einstimmendes Atherspektrum: I. 631,6; Il. Maximum (violett- 
warts) 5751/,; III. etwa 538; IV. starker Streifen Grin/Blau; 
in 25°/,iger Salzsdiure: I. ungefihr 602; IDL. ungefahr 558. 

Frische Zuckerriiben aus der Gegend von Braunschweig. 
Reaktion des daraus abgeschiedenen Porphyratins mit Pyridin 
und Hydrazinhydrat: I. 5577/,, 1. etwa 5271/,, wie bei Himatin. 
Lésung des Porphyratins in etwa 98°/,iger Schwefelsiure: 
Porphyrin-Saéurespektrum, I. angenaihert 599, II. angenahert 
577, ILL. 555,0. 

Frische Zuckerriiben aus der Nahe Hamburgs. Reaktion 
des Porphyratins mit Pyridin und Hydrazinhydrat: IL. 557,9, 
Il. etwa 528, wie bei Hamatin. — Das bei der Behandlung 
mit Hydrazinhydrat in Kisessig erhaltenene rohe Porphyrin gab, 
in n/10-Kalilauge gelést, das Spektrum: I. 636,0, IL. 585,0, 
Ill. 545,0, IV. ungefahr 5117/,; in etwa 25°/,iger Salzsaure: 
I. 608,0, TIT. 558. — 

4, Aus hiesigen Fabriken in Originalpackung bezogene 
frische Hefe ergab, frisch (in Mengen von je etwa 5 kg) ver- 
arbeitet, Porphyratin, aus dem bei der Spaltung mit Hydrazin- 
hydrat-Kisessig ein Porphyrin gewonnen wurde, das in dem 
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vorlaufig erzielten Reinheitsgrade bei den bislang daran an- 
gestellten spektrochemischen Reaktionen einen deutlichen Unter- 
schied gegentiber «-Himatoporphyroidin nicht erkennen lieB. — 
In neueren Versuchen konnte ich das nach der Kisessig—Chloro- 
form-Methode gewonnene Rohporphyratin aus Eisessig in 
Petrolither iiberfiihren, in dem es auch nach dem Waschen 
mit Wasser verblieb. Einige Tropfen der stark dunkelbraun 
gefarbten Petrolaitherlésung gaben eine sehr starke Benzidin- 
reaktion. 

Frische, gewaschene Brennereihefe lieferte, ebenso wie 
ungewaschene, mit 1°/,iger oder starkerer Kalilauge einen 
Auszug, der mit Hydrazinhydrat das Myochromogenspektrum 
lieferte: Str. I, schmal symmetrisch, auf etwa 550,0. Wurde 
der Flissigkeit nachtraglich eine:kleine Menge «-Haimatinlésung 
zugesetzt, so entstand der dem Hydrazinhydrat—Hamochro- 
mogen in waBriger Lésung zukommende Str. I auf etwa 555. — 
Wurde der mit 5°/,iger Kalilauge hergestellte Hefeauszug mit 
dem halben Volum konz. Cyannatriumlésung und etwas Hydra- 
zinhydrat versetzt, so erschien der Cyanmyochromogenstreifen I 
auf 555. Nachtraglicher Zusatz von wenig e-Himatinlésung und 
Hydrazinhydrat bewirkte das Auftreten des Streifens I des 
Cyanhimochromogens rotwirts vom Streifen des Cyanmyo- 
chromogens. — Dieselbe Hefe lieferte a) in dem mit Pyridin her- 
gestellten und mit Hydrazinhydrat versetzten Auszug neben 
einem schwicherem Streifen auf ungefahr 588 einen starken 
Streifen auf 557,8, b) in dem mit Kalilauge unter Zusatz 
von Cyannatrium hergestellten Auszug mit Hydrazinhydrat nicht 
den Streifen I des Cyanhimochromogens auf etwa 568, 
sondern den Str. I des Cyanmyochromogens auf 555. 


Dem Japanausschu8 der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft danke ich auch an dieser Stelle fiir die mir zur 
Durchfihrung meiner Untersuchungen gewahrte Beihilfe. 
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Uber die ereptische Komponente einiger Pflanzenproteasen, 
Vierte Abhandlung iiber pflanzliche Proteasen. 


Von 


Richard Willstitter, Wolfgang Grassmann und Otto Ambros. 





(Mitteilung aus dem chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der 
Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. November 1925.) 








Wahrend durch Arbeiten von KE. Abderhalden und 
A. Schittenhelm?) H.v. Euler?) 8. L. Iwanow’) und anderen 
Forschern in Pflanzensamen echte Ereptasen durch die Wir- 
kung auf einfache Peptide nachgewiesen sind, werden auch 
oft in den Untersuchungen von Botanikern, besonders bei 
S. H. Vines*) dann ereptische Enzyme angenommen, wenn es 
sich um den Abbau von Peptonen (Pepton Witte, Albumin- 
pepton Merck) handelt. Zur Vereinfachung und Klarung der 
von 8. H. Vines aufgeworfenen Frage, ob die in den Pflanzen 
verbreiteten Proteasen Gemische aus peptonbildenden und 
peptonspaltenden Enzymen sind, soll aber der Begriff Ereptase 
im Sinne der neuen Erkenntnisse iber die ,,Spezifitat tierischer 
Proteasen“, wovon aus unserem Laboratorium E. Waldschmidt- 
Leitz und A. Harteneck®) berichten, streng beschrankt 
werden auf die niedrigste Peptide spaltenden Enzyme. 

Bei der Analyse proteolytischer Enzyme der Pflanzen mui 
auf ihren mdglichen Gehalt an einer ereptischen Komponente 
Riicksicht genommen werden. Die Bestimmung derjenigen 





1) Diese Zs. Bd. 49, S. 26 (1906). 

2) Diese Zs. Bd. 51, S. 218 (1907). 

*) Beihefte Bot. Zbl., I. Abt., Bd. 29, 8. 144 (1918). 

‘) Annals of Botany Bd. 19, S. 171 und zwar 8. 185 (1905). 
5) Diese Zs. Bd. 149, S. 203 (1925). 
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Proteasen, die héhermolekulare Substrate angreifen, kénnte 
sonst fehlerhaft werden, da sie den gesamten Zuwachs an 
Carboxylgruppen erfaBt. 

Papain, den kiuflichen eingetrockneten Milchsaft von Carica 
Papaya priiften wir auf den Gehalt an Erepsin und fanden es 
unwirksam gegen die Substrate Glycylglycin, Glycinanhydrid 9), 
d1,Leucylglycin?) und Leucylalanin und zwar zwischen p,, = 4,7 
und p,, = 8. Frisches Enzymmaterial aus dem _ botanischen 
Garten in Nymphenburg stand uns dank der Freundlichkeit 
des Herrn Geheimen Rates Professor von Goebel zur Ver- 
figung, aber nur in Form von Blattern und Blattstengeln. 
Die aus den saftreichsten Teilen abgepreBte griinliche Fliissig- 
keit enthielt nach ihrer Wirkung auf Fibrin und arf Gelatine 
in 100 ccm 30 Papain-Hinheiten. Die Priifung mit Leucyl- 
glycin fiel negativ aus. 

Bei der Protease der Kirbisfrucht, die in der zweiten 
und dritten Mitteilung dieser Reihe beschrieben wird, legt uns 
die verhaltnismafig ungiinstige Wirkung auf Gelatine und 
ginstige auf Peptone die Annahme eines Ereptasegehaltes 
nahe. Hier ist in der Tat eine ereptische Komponente nach- 
weisbar, ihre Wirkung aber sehr schwach. Glycinanhydrid 
wird durch den Kiirbissaft nicht gespalten, Glycylglycin nicht 
deutlich genug angegriffen. Anders Leucylglycin; hier finden 
wir mit jedem von drei Kiirbissen, auch nach einmonatlichem 
Stehen eines Saftes in langen Spaltungszeiten kleine und diffe- 
rierende, aber zweifelfreie Ausschlige. 

Im Versuchsansatz war dl-Leucylglycin */,.-molar gelist. Die 
Kiirbisprotease bestand in 5—10 fach eingeengtem Saft, der das Enzym 
aus 570 g (Vers. 1), 400 g (Vers. 2) und 550g (Vers. 3) Kiirbis enthielt. 
Dureh Phosphat-—Citratpuffer (vgl. Abh. III) war im Versuch 1 py = 6,6, 
in 2, und 3. py = 6,8 eingestellt. Die Temperatur war stets 40°. 


1. Vers. 0,47 g Leucylglycin, 20 ccm Kirbissaft, 10 cem Puffer; 
Vol. 50 eem, wovon je 10 cem Proben titriert wurden. 


24 48 Stunden 
Spaltung entspr. 1,5 1,9 cem n/5-KOH. 





) Vgl. unsere Angabe bei E. Waldschmidt-Leitz u. A. Schiaff- 
ner, Chem. Ber. Bd. 58, S. 1856 und zwar §. 1858 (1925). 
*) Vgl. I. Mitteilung und zwar S. 210, 
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In 2 Tagen waren 76°/, des racemischen Substrates gespalten. 

2. Vers. 0,235 g¢ Peptid, 10 ccm Kirbissaft, 5 cem Puffer; Vol. 
25 ccm, wovon je 5 cem Proben titriert wurden. 

1 3 5 Tage 
Spaltung entspr. 0,3 0,6 0,8 cem n/5-KOH. 
8. Vers. Versuchsverh. wie bei 2; Kiirbissaft 1 Monat alt. 
3 7 12 Tage 
Spaltung entspr. 0,3 0,8 0,9 com n/5-KOH. 

Die ereptische Wirkung ist also im Verhiltnis zu derjenigen 
anderer Proteasen gering. Wenn man beriicksichtigt, daB die 
ereptische Komponente der Hefeprotease, wovon unsere VI. Mit- 
teilung handeln wird, sich durch Unbestindigkeit auszeichnet, 
so erscheint es trotz des negativen Ergebnisses mit Carica- 
blattern als méglich, daB Papain im frischen Milchsafte Ereptase 
enthalt, und daB es sie bei der Darstellung von Trocken- 
priparaten und beim Aufbewahren verliert. Allerdings hat 
schon 8. L. Iw anow (a.a.0.) frischen Saft der Friichte gepriift, 
ohne deutliche Erepsinwirkung zu finden. Auch unsere aus 
Ananas gewonnenen Trockenpraiparate des papaindhnlichen 
Bromelins') sind ohne Wirkung auf Glycylglycin, Leucylglycin 
und Alanylalanin. Dagegen gelang es uns, aus importierten 
Ananasfriichten ereptisch wirkende Sifte auszupressen. In 
einem Versuch (Frucht. mit welken Blattern) war das Ergebnis 
fast negativ, bei zwei anderen Friichten (mit frischen griinen 
Blattern) war sichere, wenn auch schwache ereptische Wirkung 
zu beobachten. 

Im 25-cem-Ansatz des Vers. 1 bestand die Protease in 10 ccm 
frischem Ananassaft, die nach der fiir Papain angegebenen Bestimmung 
mit Gelatine unter Aktivierung 19 Einheiten enthielten. Fir Vers. 2 
wurden im Ansatz von 35,2 ccm 15 ccm eines nach vorangegangenem 
leichten Auspressen gewonnenen 2. Prefsaftes angewandt mit einem 
Gehalt von 26,5 Einheiten. Durch Phosphat-Citratpuffer stellten wir in 
einer Probe pq = 5 ein, in einer anderen py = 7,2. Der ganz schwach 
alkalische Bereich war giinstiger als der sauere. Im Vers. 1 wirkte die 
Blausiure (12,5 mg) 2 Stunden auf das Enzym vor der Zugabe des Sub- 
strates ein, Im zweiten Versuch fiel die Vorbehandlung weg. Die Kon- 


zentration des Leucylglycins im Versuch war '/,,.-molar. Temperatur 40° 
Die Titrationsproben betrugen 10 ccm. 


1) Vgl. die II. Abhandlung dieser Reihe. 
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1. Versuch. py = 7,2. 


Spaltungszeit 16 Stdn. Spaltung entspr. 0,76 ecm n/5-KOH. 
Kontrollvers. ohne Substr. 16 __,, pe » 0,20 ccm " 

In 2 Tagen verlor der Ananassaft das ereptische Wirkungsvermégen, 
auch ein am 1. Tage mit Hilfe von Ammonsulfat bereitetes Trocken- 
priparat war normal wirksam auf Gelatine und Albuminpepton, wir- 
kungslos auf Dipeptid. 


2. Versuch. py, = 5,0. 


Spaltungszeit 48tdn. Spaltung entspr. 0,12 eem n/5-KOH. 
10 » ” ” 0,38 com ” 
Pu = 7,2. 
Spaltungszeit 48tdn. Spaltung entspr. 0,32 ccm n/5-KOH. 
10 , ” »  %,48cem ” 


Kontrollvers. ohne Substr. 20 __,, - » 0,04 ccem i 


Wabhrscheinlich wird man stirkere Erepsinwirkung bei 
frisch gepfitickten Ananasfriichten finden und es ist wiinschens- 
wert, auch die Analyse des Papains durch Wiederholung mit 
dem frischen Milchsaft aus unreifen Friichten zu verbessern. 
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Uber die Einheitlichkeit einiger Pflanzenproteasen. 


Finfte Abhandlung iiber pflanzliche Proteasen. 
Von 


Richard Willstiitter, Wolfgang Grassmann und Otto Ambros. 
Mit 3 Figuren im Text. 





(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der 
Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. November 1925.) 


Einleitung. 


Im Laufe ausgedehnter und griindlicher Untersuchungen 
itiber die eiweiBabbauenden Enzyme der Pflanzen entwickelte 
S. H. Vines die Auffassung, Peptonbildung und Peptonspaltung 
seien verschiedenartigen Enzymen zuzuschreiben. Er unter- 
schied zwei Gruppen am HiweiBabbau beteiligter Enzyme, wovon 
die einen auf héhere Proteine wie Fibrin und Albumin ein- 
wirken, sie unter Peptonbildung auflésend, die anderen aus- 
schlieBlich auf einfachere Proteine wie Albumosen und Peptone 
eingestellt sind, die sie bis zu Aminoséuren hydrolysieren. 
Wiahrend Vines oft die Wirkung gegeniiber Pepton ohne die- 
jenige auf Fibrin antraf, beobachtete er die fibrinlésende Wir- 
kung stets mit der weitergehenden Peptolyse verbunden. Das 
peptonspaltende Enzym, dessen Verbreitung in pflanzlichen 
Organen und Geweben viel bedeutender zu sein schien, sollte 
oft fiir sich allein vorkommen, das peptonbildende Enzym aber 
nur mit jenem vergesellschaftet. Diese Komponenten der 
Pflanzenproteasen unterschied Vines als Gruppen der Peptasen, 
die mit Pepsin, und der Ereptasen, die mit dem Erepsin von 
OQ. Cohnheim?) zu vergleichen waren. 





1) Diese Zs. Bd. 83, S. 451 (1901). 
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Nach den letzthin in unserem Laboratorium ausgefiihrten 
Untersuchungen von EK. Waldschmidt-Leitz und A. Harte- 
neck!) tiber die Spezifitat tierischer Proteasen vermag das reine 
Erepsin des Darmes nur einfache Peptide zu spalten. Die 
Bezeichnung Ereptase ist also bei Vines zu Unrecht fiir ein 
Enzym angewandt, dessen Wirkungsbereich sich eher mit dem 
von Trypsin deckt, so wie dieses nach E. Waldschmidt-Leitz 
und A. Harteneck ohne Aktivierung durch Enterokinase wirkt. 
Wahres ereptisches Enzym, das von dem peptonspaltenden 
nach Vines scharf zu unterscheiden ist, findet sich, was in 
der voranstehenden Mitteilung behandelt wurde, als Begleiter 
der von Vines untersuchten Enzyme. Die ereptische Wirkung, 
die mit einfachen Peptiden gemessen wird, ist in den unter- 
suchten Praparaten aus héheren Pflanzen verhaltnismaBig sehr 
schwach und ihr Triger von geringer Bestandigkeit. Im Papain 
des Handels vermochten wir diese Komponente noch nicht 
nachzuweisen, dagegen in frischen Priparaten von Ananas- 
protease, die dem Papain sehr nahesteht, und von Kiirbis- 
protease. Das wahre Analogon des. reinen Darm- und 
Pankreaserepsins soll also hier aufSer Betracht bleiben. Es 
ist richtiger, im Sinne von Vines fibrinlésende oder pepton- 
bildende Enzyme von den peptonspaltenden zu unterscheiden. 

Hines der wichtigsten Ergebnisse von 8. H. Vines, gestiitzt 
durch viele eingehende Beobachtungen, ist die von ihm an- 
gegebene Zerlegung des Proteasengemisches in die einzelnen 
Komponenten. Vines glaubte an den Proteasen von Cannabis 
sativa, von Carica Papaya und von anderer Herkunft den 
Nachweis zu fiihren; daB sich aus dem Enzymgemisch durch 
Behandlung mit 2°/,iger Kochsalzlésung, worin die pepton- 
spaltende Komponente leichter léslich sein sollte, ein Riick- 
stand gewinnen lasse, der von dieser ganz frei sei. Bei weiterer 
Behandlung mit Kochsalzlésung liefere der Riickstand eine 
neue Lésung, die Fibrin zu verdauen vermége, wahrend ihr 
die Wirkung auf Pepton fehlen solle. 

Um diesen wichtigen Untersuchungen die Anerkennung 





1) Diese Zs. Bd. 147, S. 286 und Bd. 149, S. 208 (1925). 
12* 
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zu verschaffen, daB sie wohl zum ersten Male zur Trennung 
einander nahestehender Enzyme gefihrt haben, unterzogen wir 
die Angaben von Vines namentlich am Papain der Nach- 
prifung und ersetzten dabei die qualitativen Beobachtungen 
und die Schaitzungsmethoden der friiheren Zeit durch quanti- 
tative Bestimmungen. Die fraktionierte Auflésung des Enzym- 
materials durch Kochsalzlésung sowie aussichtsvolle Versuche 
der fraktionierten Adsorption mit Tonerde, mit Kaolin und 
mit Fibrin ergaben indessen in allen Fallen, daB keine Ver- 
schiebung der Wirkungsverhiltnisse in bezug auf die Substrate 
Fibrin, Gelatine und Pepton erzielt werden kann. Wiirden 
die Quotienten der einzelnen enzymatischen Wirkungen sich 
im Laufe der angewandten Operationen veriindern, so wire 
kaum eine einfache und sichere SchluBfolgerung daraus még- 
lich. Aber die Konstanz des Verhaltnisses zwischen pepton- 
bildender und peptonspaltender Wirkung vor und nach der 
Behandlung des Papains mit Kochsalz nach Vines und die 
gefundene Konstanz dieses Verhiltnisses bei fraktionierten 
Adsorptionen lai8t der Annahme keinen Raum, daf ein Ge- 
misch von Proteasen zweier verschiedener Gruppen vorliege. 

Die irrtiimlichen Ergebnisse von Vines beruhen zum Teil 
auf der Unvollkommenheit der Methoden fiir den Enzymnach- 
weis. Zum Teil ist fiir den Unterschied zwischen den ilteren 
und den neuen Befunden verantwortlich, daB die von Vines 
angewandten Schitzungen fir Fibrinauflésung und Pepton- 
spaltung sehr ungleich empfindlich waren, die erstere naimlich 
viel empfindlicher. Vines pflegte fiir den Nachweis des fibrin- 
lésenden Enzyms zu groBe Enzymmengen anzuwenden, er lief 
beispielsweise auf 1 g feuchtes Fibrin bei 40° 18 Stunden lang 
2 g Papain einwirken 3), d. i. tausende Male mehr als zum Nach- 
weis erforderlich ware. Vermindert sich im Laufe des Tren- 
nungsverfahrens mit Kochsalz die Enzymmenge zu einem 
Bruchteile, so reicht dieser noch fir die Beobachtung der 
Fibrinauflésung, sogar ohne eine Abnahme anzuzeigen. Der 
Nachweis der Peptonspaltung durch das Auftreten der Trypto- 





1) Annals of Botany Bd. 17, S. 597 (1908) und zwar S. 609. 





EI SOS A ee 





Uber die Einheitlichkeit einiger Pflanzenproteasen. 167 


phanreaktion versagt aber schon viel friiher als die Beob- 
achtung der Peptonisation. 

Die Befunde von Vines schienen dadurch gestiitzt zu 
sein, daB fiir die Fibrinlésung schwach alkalisches Medium, 
fir die Peptonspaltung dagegen saures optimal ist. Allein die 
Verschiedenheit der optimalen Wasserstoffionenkonzentrationen 
ist nicht immer ein Kennzeichen fiir die Funktion besonderer 
Enzyme. In der dritten Abhandlung dieser Reihe ist gezeigt 
worden, daB Papain und andere pflanzliche Proteasen auf ver- 
schiedene Substrate in deren isoelektrischen Bereichen optimal 
wirken. So hydrolysiert Papain z. B. Fibrin optimal bei 
p, = 1,2 (isoelektrischer Punkt des Substrates 7,2), Gelatine 
bei p,, = 5,0 (isoelektrischer Punkt 4,8) und Albuminpepton 
bei p,, = 5,0 (isoelektrischer Punkt 4,8). 

Die in unseren Versuchen durchgehends beobachtete Kon- 
stanz der Wirkungswerte proteolytischer Enzyme gegeniiber 
verschiedenen Substraten hat noch eine besondere Bedeutung. 
Sie bestatigt die Brauchbarkeit der angewandten Bestimmungs- 
methoden. Diese erfassen bei Gelatine und bei Pepton den 
Carboxylzuwachs, der in alkoholischer Lésung alkalimetrisch 
gemessen wird, waihrend wir die Fibrinauflésung gravimetrisch 
verfolgen. Fiir den Verlauf der Hydrolysen von Gelatine und 
Albuminpepton ist also der Carboxylzuwachs ein richtiges MaB, 
das dem wesentlichen Vorgang der Proteolyse entspricht. Diese 
Erfahrung ist bei der Beurteilung der Proteinstruktur zu be- 
riicksichtigen. Sie steht mit der alteren Anschauung in EKin- 
klang, derzufolge der Abbau der EKiweiBkérper im wesentlichen 


in der Auflésung von Gruppen CO—NH besteht, und sie 
) 


spricht gegen die seit kurzem in den Vordergrund tretende 
neue Annahme, wonach die Proteolyse in einem wesentlichen 
Teile ein Vorgang der Desaggregation polymerer Komplexe 
sein soll.}) 





*) E. Abderhalden, Naturw. Bd. 12, 8. 716 (1924) und zwar S. 719; 
C. Oppenheimer, ,,Die Fermente und ihre Wirkungen“, 5. Aufl., Leipzig 
1925, S. 778, Vgl. dazu M. Bergmann, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 445, 
S. 1 (1925) und zwar S. 25. | 
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Experimenteller Teil. 


1. Bestimmung der Proteasen durch Fibrinauflésung. 


Die Auflésung von Fibrin durch Proteasen hat nach 
E. Briicke’) und E. v. Gorup-Besanez?) von spiateren For- 
schern namentlich 8. H. Vines¥) in seinen zahlreichen Unter- 
suchungen itiber Pflanzenenzyme qualitativ beobachtet. Ein 
friiher Versuch zur quantitativen Ausgestaltung der Methode 
war das colorimetrische Verfahren von P. Griitzner‘) unter 
Anwendung von gefirbtem Fibrin. Vor kurzem hat dann auf 
refraktometrischem Wege E. Kuppelwieser') die Auflésung 
gewisser koagulierter Proteine quantitativ verfolgt. In unserer 
Arbeit wird ein gravimetrisches Verfahren vorgezogen, die 
Wigung des ungeldsten Fibrinanteils. 

Kaufliches getrocknetes Fibrin eignet sich fir die Bestimmung 
besser als frisch dargestelltes. Das frische Fibrin, durch Schlagen von 
Pferdeblut gewonnen, wurde sofort und griindlich mit flie8endem Wasser, 
sodann mit 10°/, iger Kochsalzlésung und wieder mit Wasser rein weif 
gewaschen, in der Maschine zum Brei zerteilt und in der Porzellankugel- 
miihle wihrend 24 Stunden bei Gegenwart von Thymolwasser in milch- 
artige Suspension verwandelt. Beim Aufbewahren geniigte aber Thymol 
als Antisepticum nicht; Toluol, das wirksamer was, hatte den Nachteil, 
da8 es beim Schiitteln das Fibrin teilweise umhiillen und so dem An- 
griff des Enzyms entziehen konnte. Sittigte man die wi8rige Fliissig- 
keit nur mit Toluol unter Vermeidung eines Uberschusses, so ‘verhiitete 
es die Fiulnis, aber es fanden infolge der Wirkung von adsorbiertem 
Enzym autolytische Vorginge statt. 

Diese Schwierigkeit fiel bei Verwendung getrockneten 
Fibrins weg, das in vergleichenden Versuchen mindestens in 
demselben MaBe wie frisches angegriffen wurde (z. B. wurden 
0,146 g frisches und 0,158 g getrocknetes Fibrin in 2 Stunden 
bei 40° durch 50 mg Papain gelist). 





1) Sitz.-Ber. d. Kais. Akad. d. Wissenschaften zu Wien, Bd. 37, 8. 131 
(1859); Bd. 48, S. 601 (1861). 

2) Chem. Ber. Bd. 7, S. 1478 (1874); Bd. 8, S. 1510 (1875). 

8) Annals, of Botany Bd. 17, S. 237 und 597 (1903); Bd. 18, 8S. 289 
(1904); Bd. 19, §. 149 und 171 (1905); Bd. 20, S. 118 (1906); Bd. 22, S. 103 
(1908); Bd. 28, S. 1 (1909); Bd. 24, 8. 218 (1910). 

*) Pfligers Arch. Bd. 8, S. 452 (1874) und Bd. 106, S, 463 (1908). 

5) Biochem. Zs. Bd. 131, S. 413 (1922). 
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Das Fibrin (von E. Merck) verwenden wir als feines Pulver; nach 
24 stiindigem Mahlen in der Kugelmiihle lieBen wir es durch ein Sieb 
von 0,2 mm Maschenweite gehen. Die Geschwindigkeit der Auflésung 
ist natiirlich von der KorngréBe abhingig. Mit viel feinerem Mehle 
(Siebeinsatz' 16 des Siebsatzes nach Knop) erreichten wir um etwa 
10°/, raschere Auflésung des Fibrins. Dennoch ist es fir die Bestimmung 
weniger geeignet, die Abtrennung des ungelésten Anteils durch Filtrieren 
oder Zentrifugieren ist bei dem aufgequollenen feinsten Fibrinmehl nicht 
rasch genug ausftihrbar. Das Fibrin wurde lufttrocken mit einem Gehalt 
von 8,1—8,2°/, Wasser angewandt, das bis 110° entweicht. 

Vor dem Versuche lieB man das Pulver mit Wasser und 
einem Teil der Pufferlésung bei Zimmertemperatur quellen. 
Zur Suspension von zumeist 0,540 g lufttrockenem = 0,500 g 
trockenem Fibrin, das sich in einem gut verschlieSbaren 
Stépselzylinder von etwa 25 ccm Inhalt befindet, fiigen wir 
die Enzymlésung und 3 ccm Puffer und fillen aus der Pipette 
auf 15 ccm auf. Das Gemisch wird im Schiittelthermostaten 
bei 40° kraftig bewegt und am Ende der Versuchszeit rasch 
auf annihernd 0° abgekiihlt, um sofort zentrifugiert zu werden. 
Den ungelésten Anteil fiihren wir, nachdem er mit Eiswasser, 
Alkohol und Ather gewaschen und leicht getrocknet worden ist, 
in ein Wigeglas iiber, trocknen bei 110° und wiegen zur Ge- 
wichtskonstanz. Weniger genau fiel die Wigung des gelésten 


Anteils aus. 
Papain. 

Den zeitlichen Verlauf der Fibrinhydrolyse verglichen wir 
mit und ohne Blausiureaktivierung, und zwar am besten nach 
den Erfahrungen unserer dritten Mitteilung bei p,, = 7,1. Nach 
den Versuchen der Tab.1 lést das nicht aktivierte Papain 
unter den angegebenen Bedingungen etwas tiber 60°/,, dann 
schreitet die Auflésung nur sehr langsam weiter. Mit dem 
aktivierten Enzym verliuft hingegen die Hydrolyse gleichmibig 
bis zur vollstandigen Auflésung des Substrates. Die analytische 
Methode macht daher immer von der Aktivierung Gebrauch. 

Der nach 12 stiindiger Einwirkung von Papain ohne Cyanid 
ungeléste Fibrinrest ist bei erneutem Ansetzen mit dem Enzym 
zwar nicht unangreifbar, aber viel schwieriger lésbar als das 
Ausgangsmaterial. Mit Papain -+ Blausiure wird dieser Fibrin- 
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Tabelle 1. 
Geschwindigkeit der Fibrinauflésung durch Papain mit und ohne 
Aktivierung. 


(50 mg Papain, 0,276 g Fibrin (trocken), 8 ccm m/6-Citrat-Phosphat- 


puffer von py = 6,8; Vol. 15 eem; 40°.) 








g Fibrin gelést nach 


























ie ea 2 4 | 24 Stdn. 
Ohne Aktivator . 0,078 | 0,128 | 0,158 | 0,169; 0,188 
0,082 | 0,126 
Enzym vorbeh. m. 25 mg HON | 0,179 | 0,280; — | 0,253 Lo 


riickstand aber leicht gelést. Der Fibrinrest enthalt also 
Atomgruppen, die vom nicht aktivierten Papain besonders 
schwer angegriffen werden. Es wire zu untersuchen, ob das 
Fibrin ein Gemisch von leicht und schwer angreifbarem ist, 
oder ob im Riickstand teilweise abgebautes Protein vorliegt. 

6 g Fibrin wurden der Einwirkung von 1 g Papain bei 40° wih- 
rend 12 Stunden iiberlassen. Dann isolierten wir den Fibrinrest, um ihn 
nach dem Auswachen, Trocknen bei 30° und Pulverisieren von neuem 
mit Papain anzusetzen, nimlich 0,26 g getrockneten Fibrinrest mit 50 mg 
Papain und_3 ccm Puffer. Bei 40° gingen in 4 Stunden von neuem 
0,049 g in Lésung, d.i. nur etwa 20°/, gegen 60°/, im Vergleichsversuch 
mit gewéhnlichem Fibrinpulver. Wenn man hingegen das Enzym mit 
12 mg HCN aktivierte, so erfolgte unter denselben Versuchsverhiltnissen 
Auflésung von 65°/,. 

Die Dauer der Blausiureeinwirkung hatte keinen deut- 
lichen Einflu8 auf die Hydrolyse des Fibrins. In vergleichen- 
den Versuchen mit 0,3 g lufttrockenem Fibrin betrugen nach 
1 Stunde die Mengen des ungelésten Substrates 

0,088 0,082 0,081 g 
nach Vorbeh.-Zeit von 0 30 360 Minuten 

Die der Bestimmungsmethode zugrunde liegende Beziehung 
zwischen Enzymmenge und Umsatz geht am genauesten aus 
Versuchen (Tab. 2) mit verhiltnismaBig viel Substrat und wenig 
Enzym hervor. So verlauft in einem weiten Bereich die Auf- 


lésung des Fibrins den Papainmengen annihernd proportional. 
Die Fig. 1 zeigt linearen Verlauf der Mengewirkungskurve bis 
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zur Auflésung von etwa 40°/, Fibrin. Analog der Bestimmungs- 
methode mit Gelatine*) soll die Papainmenge in 1 mg des 
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Fig. 1. Papainmenge und Geschwindigkeit der Fibrinauflésung. 


Succus Caricae Papayae von E. Merck als_,,Papain-Kinheit 
nach der Wirkung auf Fibrin‘ angenommen werden und durch 
die in der Figur dargestellten Leistungen bestimmt sein. Ent- 
sprechendes gilt fiir die nachfolgende Bestimmung mit Pepton. 

Papainmengen von 1—10 mg aktivieren wir mit 6mg HCN 
unter Zusatz von 3 ccm Citrat—Phosphatpuffer”) von p, = 7,2 
unter 2 stiindiger Vorbehandlung bei 40° Dann wird das 
Enzym zur Suspension von 0,540 g lufttrockenem, d. i. 500 mg 


Tabelle 2. 


Verlauf der Fibrinauflésung mit verschiedenen Mengen von aktiviertem 
Papain. 
(0,5 g Fibrin [getrockn.], 6 mg HCN, 6 ccm m/6-Citrat-Phosphatpuffer von 
Pu = 7,2 in 15 cem; 1 Stunde bei 40°) 

















Enzymmenge in mg O | 1,25 | 2,50 | 3,75 | 5,0 | 7,5 | 10,0 
nicht angegriffen (g). 0,485 | 0,436 | 0,419 | 0,383 | 0,330 | 0,284 | 0,262 
gelést (g) . 0,015 | 0,064 | 0,081 | 0,117 | 0,170 | 0,216 | 0,288 
gelést (°/,) 2,8 | 12,8 | 16,2 | 23,4] 34 | 48,2 | 47,6 














*) I. Mitteilung dieser Reihe S. 204. 
*) Vgl. III. Mitteilung dieser Reihe. 
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getrocknetem Fibrin in 3 cem gleichen Puffers hinzugefiigt und 
mit gesittigtem Thymolwasser auf ein Volumen von 15 ccm 
aufgefiillt. Die Hydrolyse fihren wir im Schittelthermostaten 
bei 40° mit der Versuchsdauer von 1 Stunde aus. 


Kiirbisprotease. 


Die Abhangigkeit der Fibrinauflésung von der Enzym- 
menge wurde inden Versuchen der Tab.3 und der Fig. 2 
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Fig. 2. Geschwindigkeit der Fibrinauflésung durch wechselnde Mengen Kiirbisprotease. 


ermittelt. Diese Protease wirkt stirker auf Fibrin, verglichen 
mit anderen Substraten. Mit steigenden Enzymmengen schreitet 
aber die Fibrinauflésung in viel geringerem MafBe fort als beim 
Papain, nur ein kleiner Anfangsbereich der Menge-Umsatzkurve 
ist annaihernd linear. 

Das Reaktionsoptimum liegt ebenso wie beim Papain bei 
Py = 7,2.1) Der Versuchsansatz enthielt in 15 ccm 0,600 g luft- 
trockenes Fibrin mit 5 ccm m/6-Phosphat—Citratpuffer und 
wechselnde Mengen des auf '/,, eingeengten Kirbissaftes. Ge- 
sittigtes Thymolwasser ergiinzte das Volumen auf 15 ccm. Die 
Reaktion verlief bei 40° unter Schitteln, man bestimmte den 
Umsatz nach 1 und 4 Stunden. Im Kontrollversuch mit Fibrin 
ohne Enzym fanden sich 0,539 + 0,002 g ungelést wieder. 





) IIL. Mitteilung dieser Reihe. 





Me eX F 
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Tabelle 3. 
Verlauf der Fibrinauflésung durch wechselnde Mengen Kiirbisprotease. 
(0,546 g Fibrin [trocken], 5 cem Phosphat~Citratpuffer von py = 7,2; 
Vol. 15 eem; 40°.) 














Enzymmenge in ccm 0,5 1 2 2,5 5 
gelést nach 1 Std. in mg 126 159 213 os — 
gelést nach 1 Std. in °, 23 30 40 oe ae 
gelést nach 4 Stdn. in mg 258 308 —_ 381 421 
gelést nach 4 Stdn. in °/, 48 57 — 71 78 

















2. Bestimmung der Proteasen durch Peptonhydrolyse. 


Die Wirkung des Papains, auch des mit Blausaure akti- 
vierten, auf Pepton ist verhiltnismaBig schwach. Um die Frage 
zu entscheiden, ob das fibrinlésende Enzym auch Pepton weiter 
hydrolysiert, ist eine quantitative Bestimmung der Pepton- 
spaltung unentbebrlich. Es ist nicht ausreichend, nach Vines 
das Auftreten der Tryptophanreaktion zu beobachten und ihre 
Starke zu schitzen. Wie bei der Hydrolyse von Gelatine be- 
stimmen wir den Carboxylzuwachs alkalimetrisch in alkoholischer 
Lésung nach R. Willstitter und E. Waldschmidt-Leitz. 
Der Farbumschlag ist allerdings bei diesem Material nicht 
scharf, der Bestimmungsfehler daher gréBer als _ sonst 
(+ 0,05 com n/5-KOH). 

Das p,-Optimum liegt gema8 der dritten Mitteilung dieser 
Reihe zwischen 5,0 und 5,2; wir stellen es anstatt mit Phos- 
phat—Citratpuffer, um schirferen Farbumschlag zu erzielen, 
allein mit Citrat von etwas geringerer Konzentration ein. 
Wiahrend des Versuches verschiebt sich die Aciditét nur von 
etwa 5,0 bis 5,3. 

Die Papainmengen bis zu 30mg werden mit 25mg HCN 
und 5 ccm m/5-Dinatriumcitrat bei 40° 2 Stunden lang vor- 
behandelt. Nach dem Vermischen mit 2g Albuminpepton von 
K. Merck in 10°/, iger Lésung, die mit HCl] auf etwa p,, = 5,0 
eingestellt ist, wird sofort auf 50 ccm anfgefillt. Die in 
4 Stunden eintretende Hydrolyse ergibt sich aus der Titration 
von 10-ccm-Proben zu Beginn und am Ende der Versuchszeit. 
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Die beobachteten Spaltungen sind in der Tab. 4 und in 
der Fig. 3 angegeben. Die Kurve ist nur sehr wenig gekriimmt 
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Fig. 3. Verlauf der Peptonspaltung durch verschiedene Mengen Papain. 
bei Enzymmengen zwischen 1 und 6 mg in der Versuchsprobe 
von 10 ccm, so da in diesem Bereiche die Spaltung der Enzym- 
menge annihernd proportional ist. Von 6 mg an bewirkt ver- 
mehrte Enzymmenge nur sehr geringe Geschwindigkeitssteigerung. 


Tabelle 4. 


Peptonhydrolyse durch verschiedene Mengen von aktiviertem Papain. 
(Enzym 2 Stunden vorbehandelt mit 5mg HCN; 0,4 g Pepton, 
1 cem m/5-Citrat von py = 5,0, 4 Stunden, 40°; Vol. 10 ccm.) 








Enzymmenge in mg | 0,4 1,0 2,0 4,0 6,0 | 40 








Spaltung (ccm n/5-KOH) | 0,15 | 0,26 | 0,38 


0,85 | 0,42 | 0,73 














0,70 | 1,01 | 1,14 


3. Partielle Losung, Adsorption und Hemmung. 


Fraktionierung nach Vines durch Kochsalz. 


Von seinen verschiedenen Fraktionierungsweisen beschrieb 
S. H. Vines am besten die aufeinander folgende Behandlung 
des proteasehaltigen Materials mit Kochsalzlésung und mit Wasser, 
wobei im Riickstand allein fibrinlésendes Enzym hinterbleiben 


pieces 
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und alles peptonspaltende nach der Behandlung mit Kochsalz- 
lésung und mit Wasser eluiert sein sollte. Dieses Verfahren 
fihrten wir mit groBen Mengen von Papain in 3 Beispielen 
durch, zwar mit einigen Varianten, aber méglichst dem Sinne 
der Vinesschen Angaben entsprechend. * : 

1, Versuch. 20g Papain Merck verrieben wir 1 Stunde lang in 
der Reibschale mit 50 cem 2°/,iger Kochsalzlésung und trennten durch 
langes Zentrifugieren die gebildete Lésung ab. Sie wurde nach einer 
langwierigen und verlustbringenden Filtration mit dem 4 fachen Volumen 
absoluten Alkohols gefillt und mit Alkohol-Ather rasch getrocknet 
(Ausbeute 10,4 g). Der Riickstand wurde in den Zentrifugenglisern 
nochmals mit weiteren 10 cem 2°/,iger Kochsalzlésung und dann 2 mal 
mit je 20 eem Wasser nachgewaschen und schlieBlich zwischen Filtrier- 
papier und im Vakuumexsiccator getrocknet (1,71 g). Diese Fraktion 
war, da sich unldsliche Bestandteile des Succus Caricae wie Sand u. a. 
anreicherten, viel geringwertiger als das in Lésung gegangene und aus- 
gefillte Enzym. 

Die Enzymfraktionen sowohl aus der Kochsalzlésung wie 
im ungelésten Anteil analysierten wir durch ihre Wirkung auf 
die beiden Substrate Fibrin und Pepton. Nach der Tab. 5 
waren in 1 mg Enzym der Kochsalzfraktion 0,89 Hinheiten 
gemi8 der Wirkung auf Fibrin, 0,81 Einheiten gema8 der 
Wirkung auf Pepton enthalten. Und das ungeléste Enzym 
enthielt in 1 mg 0,067 Einheiten mit Fibrin, 0,070 Einheiten 
mit Pepton gemessen. 











Tabelle 5. 
Wirkung der Papainfraktionen auf Fibrin und Pepton (Versuch 1). 
Trockenprilp, aus Ungeléster Anteil 
der Kochsalz- (1,71 g) 
lésung (10,4 g) ‘ 
ane ee 
% @ a} = Fibrin- Se Be ae 
a a = SI he auflésung 1 
= & & 3 J (ecm 
a2) 2 oS (mg) 
Gy 0 M4 2 4a n/5-KOH) 








Zur Bestimmung 
angew. (mg) 10| 8 6 | 20} 30] 60/120; 12 | 16} 30 


Proteol. Wirkung | 233/ 0,49| 0,83] 63} 79| 107 | 218 |0,22 |0,28 | 0,49 
Einh. im ganzen | 9250 | 8650 | $8800] 182| 126| 89/|114/|114| 108| 142 
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2. Versuch. 20g Papain Merck wurden mit 80 ccm 2°/,iger 
Kochsalzlésung */, Stunde lang in der Reibschale verriihrt. Den durch 
Zentrifugieren gewonnenen Riickstand behandelten wir in der Zentrifuge 
nochmals mit 40 cem Kochsalzlésung und 2 mal mit je 20 cem Wasser! 
Das ungeléste Material isolierte man fiir die Analyse in zwei Anteilen: 
Ein in den letzten Waschwissern suspendierter Anteil (B) lieB sich erst 
nach lingerem Stehen durch weiteres Zentrifugieren gewinnen, wihrend 
die Hauptmenge des Ungelésten (A) sich sofort am Boden der Zentri- 
fugengliser gesammelt hatte. Das geléste Enzym diente fiir die Analyse 
in Form der klar filtrierten Kochsalzlésung. 


Sowohl im léslichen wie in den zwei ungeliésten Anteilen 
ergaben (Tab. 6) die beiden Enzymma8e, Fibrinlésung und 
Peptonspaltung, gute Ubereinstimmung. Es ist also kein An- 


zeichen von Fraktionierung zweier proteolytischer Enzyme zu 
finden. 























Tabelle 6. 

Wirkung der Papainfraktionen auf Fibrin und Pepton (Versuch 2). 
Eusym cee Ungeléster An- Ungeléster 

Kochsalzlésung nell & iho | Anteil B 

(80 ccm) (2,008) | (0,285 g) 
oe 1+ ol, et eS ey bs SIP 
Ss |[e8H8/S8| o 3H 15 8s le sh 
EP [esti eP| ss |= wlsge 
28 |se4le3/ 3e2 | 2 8 [see 

2 im 
MS joo ("S| wa |S ae 
Zur Bestimmung 

angew. 0,08 cem |0,2 com | 60 mg| 6 mg| 8 mg} 100 mg} 30 mg 
Proteol. Wirkung | 259 0,93 230 | 0,27 |0,88 | 107 | 0,28 
Einh. im ganzen | ca. 11500 11200 | 83 37 44 64 67 























Fraktionierte Adsorption. 


Tonerde. Das Gemisch der pankreatischen Proteasen 
laiBt sich nach E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck’) 
durch Tonerdeadsorption zerlegen und nach einer spiter er- 
scheinenden Arbeit unserer Reihe gleichfalls das Gemisch der 
Hefeproteasen. Im ersteren Falle wird die ereptische Kom- 
ponente aus saurer Lésung durch Tonerde entfernt, im zweiten 





1) Diese Zs. Bd. 147, S. 286 (1925). 


See. 
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Falle umgekehrt das tryptische Enzym aus sehr schwach saurer 
Lésung leichter adsorbiert. Man darf demnach beim Papain 
darauf rechnen, zumal es gegen Tonerde ein ungewdhnliches 
Verhalten zeigt, es durch fraktionierte Adsorption in Kom- 
ponenten zu zerlegen, falls es iiberhaupt ein Enzymgemisch 
darstellt. Es ist nimlich aus saurer Lisung schlecht, viel 
besser aus ammoniakalischer und besonders aus alkoholhaltiger 
adsorbierbar.') Der Adsorptionswert eines Tonerdepriparates C 
war iibrigens in unseren Versuchen bei Anwendung saurer 
_Enzymlésungen giinstiger als in den friiheren Beispielen. 

1g Papain wurde aus 570 ccm abgekiihlter essigsiure- 
haltiger Lésung durch Tonerde C, entsprechend 1,84 g Al,0,, 
adsorbiert. Die Restlésung zeigte keine Verschiebung des Ver- 
haltnisses zwischen Gelatinespaltung und Fibrinauflésung: 

a) Bestimmung mit Gelatine. 2 ccm Restlésung wirkten 
unter den Bedingungen der Bestimmungsmethode 1 Stunde auf 
0,4g Gelatine. Die Hydrolyse entsprechend 1,50 ccm n/5-KOH 
ergab fiir die ganze Restlésung den Gehalt von 337 Einh. 

b) Bestimmung mit Fibrin. 2,5 ccm Restlésung bewirkten 
in 1 Stunde die Auflisung von 0,153 g Fibrin, woraus sich 
ein Gehalt der Gesamtfliissigkeit an 349 Einh. ergab. 

Sodann wurde das Enzym nach Einengen der Fliissigkeit 
auf 150 ccm und Vermischen mit ebensoviel Alkohol bei 
schwach ammoniakalischer Reaktion durch 0,5 g Aluminium- 
hydroxyd adsorbiert und aus der Tonerde mit 150 ccm n/50- 
KEssigsiure unter Zusatz von 40 mg Ammonsulfat eluiert. In 
der Mutterlauge waren 97 Einh. hinterblieben. Die Elution 
enthielt: 

a) nach der Gelatinemethode, wobei 5 ccm Elution mit 
0,4 g Gelatine in 1 Stunde Hydrolyse entsprechend 1,26 ccm 
n/5-KOH ergaben, 240 Einh.; 

b) nach der Bestimmung mit Fibrin 260 EHinh., da 7,5 ccm 
Elution von 0,5 g Fibrin in 1 Stunde 0,287 g aufldsten. 

Fiir weitere Fraktionierungsversuche diente Papain, dessen 
Reinheitsgrad durch Altern bei Gegenwart von Blausaiure und 





*) Vgl. I. Abh. dieser Reihe S. 212. 
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darauffolgende Fallung mit Alkohol auf etwa das Doppelte 
(2,273 g enthielten 4320 Einh.) gestiegen war. Die Tab. 7 ver- 
zeichnet 4 Beispiele, in denen das Papain aus ammoniak- 
haltiger wiBriger oder weingeistiger Lisung zum groBen Teile 
adsorbiert wurde. Die sofort mit n/50-Essigsiure gewonnenen 
Elutionen lieBen bei der vergleichenden Bestimmung mit Fibrin 
und Gelatine keine Verschiebung des Wirkungsverhiltnisses 
erkennen. Auch bei der Enzymzerstérung, der solche Elutionen 
im Laufe einiger Tage oder Wochen anheimfielen, verminderte 
sich ibre Wirkung auf die verschiedenen Substrate gleich- 
maBig. In einigen solchen Fallen zogen wir die Pepton- 
hydrolyse zum Vergleich heran; die Grenzen der Genauigkeit 
waren hier (vgl. Nr. 4 der Tab. 7) zwar etwas weiter, aber aus 
den verschiedenen proteolytischen Wirkungen gingen immer 
ungefahr iibereinstimmende Enzymmengen hervor. 


Tabelle 7. 


Papainwirkung auf verschiedene Substrate nach der Adsorption aus 
ammoniakalischer Lésung. 























aoe oe = Einh. i. d. Elution 
= 3 we wi A a p42 | best. n. d. Wirkung 
Nefeelaslee| “ere 168 auf 
eigel2°| me gle 
qei> o e = | Fibr.| 7° Pepton 
25] tine 
1 | 900 | 400 | 3,82 n/20-ammon. | — | 424 | 446 vel 
2 | 1000 | 250 | 0,50 | schwach ammon. | — | 612 | 620 — 
schwach ammon. 
bestimmt nach 2 Tagen — | 181 | 111 — 
» ae “ — } 102 91 —_ 
schwach ammon. 
4 900 | 192 | 0,152 | 50°/, alkoholisch 53 | 356 | 350 — 
bestimmt nach 2 Tagen — | 285 | 275 | 260 + 20 
” a — | 219 | 225 | 190 + 30 
” » 18 " — | 135 85 | 128 + 30 




















Im Gegensatz zum Papain wird die Kiirbisprotease, deren 
Adsorptionsverhalten wir in der zweiten Abhandlung dieser 
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Reihe beschrieben haben’), aus saurer Lésung leicht, aus 
ammoniakalischer schlecht adsorbiert. In einem Versuche, bei 
dem wir 12 ccm eines konzentrierten Kiirbissaftes in schwach 
ammoniakalischer Liésung mit 0,243 g Al,O, behandeiten, 
fanden wir das Wirkungsvermégen der Restlésung gegeniiber 
den beiden Substraten Fibrin und Pepton unverindert. 2 ccm 
des angewandten Saftes lésten nimlich von 0,546 g Fibrin in 
1 Stunde 0,214 g, das sind 40°/,; die Adsorptionsrestlésung 
ergab dagegen eine Auflésung von 0,221 g, d.i. 41°/,. Bei 
der Messung der Peptonhydrolyse (0,4 g Pepton, p,, = 6,3; 20 Std.) 
bewirkten 3,2 ccm des Saftes eine Hydrolyse entsprechend 
2,00 com, die Restlésung ergab einen Acidititszuwachs ent- 
sprechend 2,03 ccm n/5-KOH. Es besteht also auch hier kein 
AnlaB, die Spaltung der beiden Substrate auf die Wirkung 
verschiedener, durch ihr Adsorptionsverhalten in saurer Lésung 
unterscheidbarer Enzymkomponenten zuriickzufihren, 

Kaolin. Die Reaktion des Mediums hat auf die Ad- 
sorption des Papains in diesem Falle wenig EinfluB. Die 
Behandlung von 0,1196 g vorgereinigten Papains (225 EHinh.) 
in 65 ccm neutraler Liésung mit 1 g Kaolin nahm iiber */, des 
Enzyms fort. Die Restlésung analysierten wir nach 3 Methoden 
mit tibereinstimmenden Ergebnissen. 


a) Mit Gelatine. 4 ccm Restlésung bewirkten mit 0,4 g Gelatine 
in 1 Stunde eine mit 0,85 cem n/5-KOH gemessene Spaltung. Hiernach 
betrug der Enzymwert der Restlésung 37 Einh. 

b) Mit Pepton. 2cem Restlésung ergaben mit 0,4 g Pepton in 
1 Stunde Spaltung entsprechend 0,32 ccm n/5-KOH. Demnach Enzym- 
wert 40 Einh. 

e) Mit Fibrin. 4 ccm Restlisung bewirkten in 1 Stunde die Auf- 
% losung von 0,087, d. i. 17°/, Fibrin, entsprechend einem Gehalt der 
> ganzen Flissigkeit von 37 Einh. 


Fibrin. Dieses vermag, was schon A. Wurtz?) gefunden 
: hat, Papain zu adsorbieren, wie sich auch Trypsin und Pepsin 
nach den spiteren Beobachtungen von M. Jacoby) auf Fibrin- 
flocken fixieren und ersteres durch Salzsiure, das letztere durch 





1) Diese Zs. im Druck. 

*) C. R. Bd. 91, S, 787 (1880); Bd. 98, S. 1104 (1882). 

*) Biochem. Zs. Bd. 2, 8. 144 und 247 (1907). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLII. 13 
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Soda wieder ablésen laBt. Wenn der Succus Caricae Papayae 
ein Gemisch von Proteasen enthielte, so kénnte die Adsorption 
an Fibrin wohl fiir das fibrinlésende Enzym auswihlend sein, 
so daB sich in der Restlésung die gelatine- und peptonspaltende 
Komponente anreichern wiirde. Unsere Untersuchung hat dafiir 
keine Anhaltspunkte erbracht. 

Die Fibrinadsorption des Papains ist ahnlich von der 
Reaktion abhingig wie die Tonerdeadsorption. Der Adsorptions- 
wert, das heiBt die Zahl der von 1 g feinst gepulvertem Fibrin 
(Siebeinsatz 16) adsorbierten Papaineinheiten, ist, wie die 
Tab. 8 zeigt, bei Anwendung ammoniakalischer Lisungen héher 
(z. B. 278) als mit sauren (z. B. 104). 


Tabelle 8. 


Adsorption des Papains durch Fibrin. 
(Angewandt 200 Einheiten, Gesamtvolumen bei der Adsorption 35 ccm.) 





























. © 
SES 
Sas Ad 
ort om 80 - 
Angewandte Fibrin | a a = Adsorp- 
Nr. 2 rd i 2 |tionsgrad| | 
Enzymlésung (g) Fi (/,) tionswert 
Bip Se 0 
ce 
ag 
1 n/20-essigsauer 0,500 148 26 104 
2 neutral . 0,062 180 10 323 
5 dgl. _ 0,250 127 36 290 
4 dgl. 0,50 115 42 170 
5 dgl. 2,000 62 69 69 
neutral, 50°/, alko- 
6 . aitunts 0,500 91 54 218 
1 n/20-NH, 0,500 61 70 278 


Aus den Fibrinadsorbaten wird das Papain von sehr ver- 
diinnter Essigsiure eluiert, allerdings bei dem erforderlichen 
raschen Arbeiten in der Kalte nur mit schlechter Ausbeute. 
Beispielsweise adsorbierten 0,25 g Fibrin aus n/10-NH,-Loésung 
des Papains ungefahr ?/, der angewandten 200 Einh. Daraui 
erfolgte die Elution durch 35 ccm n/20-Essigsiure wihrend 
5 Minuten bei 0°. Die neutralisierte Elution enthielt dann 
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a) gemiB der Gelatinespaltung 16 + 3 Hinheiten; 2 ccm 
Elution bewirkten in 1 Stunde Hydrolyse entsprechend 0,58 ccm 
n/5-KOH, 

b) nach der Wirkung auf Fibrin 16,5 + 1 Einheiten; 3 ccm 
Elution lésten naimlich in 1 Stunde 0,059 g, d. i. 12°/, Fibrin. 

Auch die Restiésung wirkte auf die beiden Substrate etwa 
gleichmaBig. In einem Versuche (adsorbiert aus ammoniaka- 
lischer Lésung) differierten allerdings die beiden Bestimmungen 
betrachtlich (mit Gelatine gefunden 85 + 8 Einh., mit Fibrin 
gefunden 56 + 2 Einh.), in einem folgenden Versuch (Adsorption 
aus fast neutraler, eher schwach sauer Lisung) war die Uber- 
einstimmung scharf: 7 

a) nach der Gelatinemethode: 2 ccm Restlésung bewirkten 
in 1 Stunde Spaltung entsprechend 1,41 ccm n/5-KOH, dem- 
nach Gehalt der ganzen Lésung 105 Kinheiten; 

b) mit Fibrin bestimmt: 1 ccm Restlésung ergaben in 
1 Stunde Auflésung von 0,099 g, d.i. 20°/, Fibrin; daraus 
ergab sich ein Gehalt von 102 Einh. 

Es ist méglich, da8 durch die auch bei raschem Adsor- 
bieren an Fibrin entstehenden Abbauprodukte, die in die Rest- 
lésung tibergehen, die Auflésung des Fibrins bei der Analyse 
gehemmt wird, und zwar mehr als die Gelatinespaltung. Wir 
beobachteten in der Tat mit einer in 30 Minuten aus Fibrin 
gewonnenen Lésung, daB sie den Wert von 15 Papaineinheiten 
auf 12,5 herabdriickte bei der Gelatinemethode, aber auf 
9,5 Einheiten bei der Analyse mit Fibrin. 


Hemmung durch Natriumfluorid. 


Nach den Angaben von S. H. Vines?) sollen die von ihm 
angenommenen beiden Enzymkomponenten sich auch dadurch 
unterscheiden, daB nur die peptonspaltende, nicht aber die 
peptonbildende durch Fluorid gehemmt werde. Ein solcher 
Befund dirfte aber kaum hinreichen, um die Wirkung auf die 
beiden Substrate verschiedenen Enzymen zuzuschreiben. Nach 





) Annals of Botany Bd. 17, S. 597 und zwar S. 602 (1903); Bd. 19, 
S.171 und zwar S. 174 (1908). 
13* 
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unseren Versuchsergebnissen wird jedoch die Peptonhydrolyse 
des Papains durch Fluorid iiberhaupt nicht beeinfluBt. So 
fanden wir bei Anwesenheit von Blausaiure gleiche Spaltungs- 
betrage in Gegenwart und in Abwesenheit von Fluorid (4 mg 
Papain ergaben mit 0,4g Pepton und 5 mg Blausiure bei 
P, = 5,0 in 4 Stunden bei 40° a) ohne Fluoridzusatz Spaltung 
entsprechend 0,71 ccm, b) mit 12 mg NaF Spaltung ent- 
sprechend 0,75 ccm n/5-KOH; ohne Blausiure ergab sich mit 
und ohne Fluorid keinerlei Spaltung. Die Fibrinaufliésung 
durch Papain—Blausiure wurde jedoch bei Gegenwart von 
Fluorid merklich gehemmt: so lésten 6 mg Papain von 500 mg 
Fibrin bei Gegenwart von 6 mg HCN in 1 Stunde bei 40° 
a) ohne Zusatz: 0,185 g = 37°/,, b) mit 15 mg NaF: 0,147¢ 
= 29°/,, c) mit 300 mg NaF: 0,140 g = 28 °/,, 














Die Bedeutung des Massenwirkungsgesetzes fir die 
Kinetik der Saccharase. 


Von 


L. Michaelis. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Aichi-Medizinischen Universitat in Nagoya, Japan.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. November 1925.) 


S. G. Hedin!) hat die im Jahre 1913 von mir entwickelte 
Theorie der Kinetik der Saccharase einer Kritik unterzogen, 
offenbar veranlaBt durch den Umstand, da8 die dabei an- 
gewendete theoretische Methode inzwischen eine vielfache Ver- 
wendung und Vertiefung durch mehrere Autoren erfahren hat, — 
insbesondere v. Euler, Willstatter, Kuhn, obwohl Hedin 
sie vor 7 Jahren schon einmal prinzipiell abgelehnt hat.”) Es 
handelt sich um die Berechtigung der Anwendung des Massen- 
wirkungsgesetzes. Hedins Mitteilung gibt mir Veranlassung, 
zu dieser Frage noch einmal Stellung zu nehmen. Das Massen- 
wirkungsgesetz sagt aus, daB bei einer Reaktion, z. B. von dem 


Typus 
1 Mol. A + 1 Mol.B = 1 Mol. C, 


das Gleichgewicht bestimmt wird durch die Gleichung 


[A}-[B} _. 
16] = K, (1 


wo die Klammern die Konzentrationen und K eine konzen- 
trationsunabhingige Konstante bedeutet. In dieser Form ist 





1) S.G. Hedin, Diese Zs. Bd. 146, S. 122 (1925). 
*) Vgl. dazu: L. Michaelis, Biochem. Zs. Bd. 115, S. 269 (1921). 
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das Gesetz nur ein Grenzgesetz fir unendlich kleine Konzen- 
trationen und gilt im allgemeinen nur so lange, als fiir jede 


der beteiligten Molekiilarten das Produkt aus dem molaren’ 


Volumen und dem Druck bzw. dem osmotischen Druck = R27 
ist. Da das exakt niemals zutrifft, darf man noch weiter 
gehen als Hedin und die strenge Giiltigkeit dieses , auf 
Konzentrationen bezogenen“ Massenwirkungsgesetzes nicht nur 
fiir Enzymreaktionen, sondern iiberhaupt ablehnen. Nur der 
Umstand, daB die Abweichungen von diesem Grenzgesetz erst 
bei verhaltnismiBig hohen Konzentrationen die Grenzen der 
MeBmethoden iiberschreiten, macht dieses Idealgesetz zu einem 
unter gewissen Bedingungen praktisch brauchbaren Gesetz. Um 
ein von diesen Beschrinkungen befreites, allgemeingiiltiges 
und doch dem idealen Gesetz formal méglichst ahnliches Ge- 
setz zu erhalten, ersetzt man nach G.N. Lewis, Bjerrum u. a. 
in der Formel (1) die Konzentrationen durch die sogen. ,,Akti- 
vititen“, d. h. man multipliziert jede Konzentration mit einem 
passend gewihlten Faktor, welcher von der Konzentration ab- 
hingig ist und so gewdhlt wird, daB der Wert von X fir be- 
liebige Konzentrationen konstant bleibt. Diese Korrektur- 
faktoren haben zunachst eine rein formale Bedeutung. Im 
Grunde driicken sie nur aus, daf eben das Massenwirkungs- 
gesetz nicht richtig ist, und sie erhalten erst dadurch einen 
inneren Sinn, da es in geeigneten Fallen gelingt, den Faktoren 
eine physikalische Deutung unterzulegen und sie quantitativ ohne 
eine ad hoc konstruierte neue Hypothese zu berechnen, wie 
es Debye und Hiickel fiir die Aktivitatsfaktoren von Ionen 
in verdiinntem Zustand gelungen ist. Allgemein liegt der 
Sinn dieser Faktoren darin, da sie die intermolekularen 
Kriafte beriicksichtigen, welche im Fall des idealen Zustandes 
vernachlassigt werden diirfen. Der Umstand, daB man in 
vielen Fallen mit dem gewdhnlichen Massenwirkungsgesetz 
recht gut auskommt, bedeutet im Sinne der Aktivititstheorie, 
daB noch im Bereich praktisch gut zuginglicher Konzentrationen 
alle Aktivititsfaktoren hiufig praktisch gleich 1 gesetzt werden 
diirfen. 

Im allgemeinen sind die Aktivititsfaktoren heute noch 
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rein empirische KorrekturgréBen. Es ist stets méglich, sie so 
gu wahlen, daB das Massenwirkungsgesetz richtig bleibt, um 
welche Reaktion es sich auch immer handeln midge, auch 
wenn ein Kolloid oder Enzym daran beteiligt ist, wofern nur 
alle Stoffe irgendwie homogen (im weiteren Sinne) in dem 
Lésungsmittel verteilt sind. Es ist nicht notwendig, daB sie 
molekulardispers sind. Wenn wir nun fiir irgendeine Reaktion 
die Aktivitatsfaktoren der beteiligten Molekilarten bestimmen 
und zu dem Resultat kommen, daB sie stark von 1 abweichen 
und stark mit der Konzentration variieren, so haben wir von 
der ganzen Berechnung keinen Vorteil, sie ware sinnlos und 
eine rein formale Operation. Wenn wir aber finden, daB die 
Faktoren nahezu gleich 1 gesetzt werden diirfen und in ge- 
wissen Grenzen von der Konzentration unabhangig sind, oder 
mit anderen Worten, wenn wir finden, da8 wir das einfache 
Massenwirkungsgesetz mit guter Anniherung anwenden diirfen, 
dann ist die Gleichgewichtskonstante X eine fiir die Charak- 
terisierung der Reaktion brauchbare GréBe. 

In unserem Fall liegt nun die Sache folgendermaBen. Wir 
machen die Voraussetzungen: 1. daB 1 Molekiil Zucker sich 
mit 1 Molekiil des Enzyms oder vielleicht auch nur mit einer 
bindungsfahigen Atomgruppe eines irgendwie beschaffenen 
Enzymkomplexes reversibel und daher: unvollstaindig verbindet, 
2. daB diese Verbindung spontan in Glucose, Fructose und 
Enzym zerfallt, 3. daB die Geschwindigkeit dieses Zerfalls 
gering ist gegeniiber der Geschwindigkeit, mit welcher sich 
das Gleichgewicht der Enzym—Zuckerverbindung einstellt. Dann 
muB in jedem Augenblick die Zerfallsgeschwindigkeit pro- 
portional der Konzentration dieser Verbindung sein. Wenn 
nun die Bindung zwischen Enzym und Substrat dem einfachen 
Massenwirkungsgesetz folgt, so ergibt sich diejenige Theorie 
der Kinetik, welche ich meinen Arbeiten zugrunde gelegt habe. 
Ob das einfache Massenwirkungsgesetz anwendbar sein wirde, 
konnte nicht vorausgesehen werden, sondern dieses ergab sich 
durch das Experiment. Diese Deutung des Experiments ist 
nur dann ungiiltig, wenn man die drei genannten Voraus- 
Setzungen ganz oder teilweise verwirft. 
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In korrigierter Form wiirde das Massenwirkungsgesetz fiir 

den vorliegenden Fall lauten 

fo *[S] + fp* [F] 

he g’ Ly] 

S ist der freie Zucker, / das freie Ferment, m die Verbindung, 
f der Aktivitaitsfaktor der indizierten Molekiilart, die Klammern 
sind die Konzentrationen. Von den Aktivitaitsfaktoren kann 
man den des freien Zuckers bis etwa herauf zu 0,4 molarer 
Konzentration unbedenklich = 1 setzen. Folglich ist, auf 
Grund der Versuchsresultate, entweder fp =f, = 1 oder zum 
mindesten fp=/7,,. Auch die zweite Méglichkeit wide ge- 
niigen, um das einfache Massenwirkungsgesetz giiltig zu machen. 

Hedin bemiangelt ferner den Umstand, daB der Wert 
von K nur auf etwa 20—30 °/, genau festgestellt werden kénne. 
Wenn das zutrifft, so kann es zwei Ursachen haben. Ent- 
weder reichen die Methoden fiir eine genauere Bestimmung 
noch nicht aus. Dann kann man der Ungenauigkeit keine 
groBe Bedeutung zulegen. Oder XK hat wirklich einen Gang. 
Das wiirde bedeuten, daB das einfache Massenwirkungsgesetz 
nicht ganz streng gilt. Dasselbe kann man aber fiir jede 
beliebige chemische Reaktion mit gleichem Recht behaupten. 
Eine Unstimmigkeit von 20°/, erscheint mir im Gegensatz zu 
Hedin fir eine Gleichgewichtskonstante nicht groB, sondern 
in Anbetracht des Materials sogar sehr klein, und es ist er- 
staunlich, daB es doch manchmal auch gelingt, diese Zahl 
beim Invertin noch genauer als nur auf 20°/, zu definieren. 
Man bedenke z. B., daB die sogen. zweite Dissoziationskonstante 
der Phosphorsiure, wenn sie einmal in einer sehr elektrolyt- 
armen Phosphatlésung und ein zweites Mal in Gegenwart von 
1 Mol. NaCl pro Liter gemessen wird, sich auf das 5 fache, 
d.h. um 400°/, vergréBert.') 

Ferner verlangt Hedin den Nachweis, da8 in meinen 
Versuchen die molekulare Menge des Enzyms verschwindend 
klein sei gegeniiber der des Zuckers. Diesen Nachweis stellt 
Hedin mit Recht als eine notwendige Voraussetzung fiir meine 





we: 





1) L. Michaelis u. F. Kriiger, Biochem. Zs, Bd. 119, 8. 307 (1921). 
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Rechnung dar. Wir wollen eine Uberschlagsrechnung machen, 
in welcher alle Zahlen in einem fiir meinen Standpunkt még- 
lichst ungiinstigen Sinne angesetzt werden sollen. Mein Ferment 
war ein nur mit Kaolin gereinigter, diinner Hefenextrakt. Der 
Gehalt an organischen Stoffen, welche aus dem Extrakt stammen 
und in der definitiven Versuchsmischung vorhanden sind, wird 
mit 1°/, sicherlich nicht zu gering veranschlagt. Wir wollen 
annehmen, daB 5°/, der organischen Substanz durch das 
eigentliche Ferment reprisentiert werden. Das gibt eine 
Fermentkonzentration der Mischung von 0,05°/,. Setzen wir 
das Molekulargewicht des Ferments zu 500 an, so enthilt die 
Mischung 0,001 Mol. Ferment pro Liter. Wahrscheinlich ist 
das Molekulargewicht viel gréBer, und dann wird die molare 
Konzentration noch viel kleiner. Man wird zugeben miissen, 
daB diese Konzentration selbst gegeniiber der niedrigsten Zucker- 
konzentration, deren Zerfallsgeschwindigkeit im Polarisations- 
apparat noch einigermaBen quantitativ meBbar ist, vernachlassigt 
werden darf. Hedin zeigt in ausfiihrlicher Weise, daB diese Ver- 
nachlissigung nicht erlaubt ist, wenn die molaren Konzentrationen 
von Substrat und Ferment von gleicher Gré8Benordnung sind. Das 
ist ganz richtig, und ich habe mich selbst vor Jahren schon 
bemiiht, einen solchen Fall experimentell zu untersuchen, indem 
ich méglichst viel Ferment mit einer méglichst diinnen Zucker- 
lésung mischte. Ich erfahre*), daB Arrhenius in Lésungen 
von sehr geringer Zuckerkonzentration mit viel Ferment das Vor- 
handensein dieser Bedingung vermutet hat. Mir ist es nicht 
gelungen, solche Bedingungen nach Wunsch herzustellen. Der 
Versuch scheitert daran, da in so diinnen Zuckerlésungen die 
Ablesungsfehler zu gro® werden, und das trifft ganz .gewib 
auch schon fiir die mit niedersten (etwa 0,02 mol.) Zuckerkonzen- 
trationen ausgefiihrten Versuche meiner mit M. Menten aus- 
gefihrten Arbeit zu. 

Ich bin mir bewu8t, daB meine Theorie der Saccharase- 
wirkung ein Versuch ist, und da auch andere Theorien még- 





*) Aus Oppenheimer u. Kuhn, Die Fermente, 5. Aufi., [V. Haupt- 
teil, 8.214. Die Originalarbeiten sind mir nicht zuginglich. 
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lich sind. Aber die Kritik kann nur die drei genannten Vor. | 
aussetzungen zum Angrifispunkt nehmen. Nimmt man sie | 
als richtig an, so ist die Giiltigkeit des einfachen Massen. | 
wirkungsgesetzes tiber einen ziemlich groBen Konzentrations. | 
bereich im Fall der Saccharase nicht eine Annahme oder eine | 
Theorie, sondern eine Erfahrungstatsache. : 

Von meinen Voraussetzungen greift nun Hedin diejenige | 
an, daB das Ferment unvollstindig an das Substrat gebunden | 
sei. Er halt diese Voraussetzung fiir unvereinbar mit dem | 
sogenannten Zeit—-Umsatzgesetz, wofern das Massenwirkungs- | 
gesetz giiltig sei, und er folgert daraus, daB das Massen- © 
wirkungsgesetz nicht gilt. Nur unter der Bedingung, dai | 
die Menge des Fermentes verschwindend klein gegeniiber der ’ 
des Substrates sei, fiele dieser Widerspruch fort. Das ist | 
einerseits ganz richtig, andererseits ist aber die geforderte 


Bedingung, wie ich gezeigt habe, in meinen Versuchen stets | 
vorhanden. Dann aber verschwindet jeder Widerspruch mit | 


dem Massenwirkungsgesetz. Wenn diese Bedingung vorhanden | 
ist, so ist auf Grund des Massenwirkungsgesetzes die Konzen- — 


tration der Ferment—Substratverbindung praktisch proportional | 


der Konzentration des gesamten Fermentes. Dann ist also | 
das Zeit-Umsatzgesetz nicht ein Widerspruch zum Massen- | 
wirkungsgesetz, sondern eine Folgerung desselben. MHiermit | 
halte ich den Einwand von Hedin fiir erledigt. 

Auch der Umstand, daB bei sehr hohen Zuckerkonzen- | 
trationen K einen Gang hat, ist keine wesentliche Stérung. | 
Jede chemische Gleichgewichtskonstante ist eine GréBe, welche | 
aus den Versuchen mit variierten Konzentrationen auf unend- 
liche Verdiinnung extrapoliert werden mu8. Einen Nutzen | 
hat eine solche Konstante nur, wenn der extrapolierte Wert 
schon bei praktisch gut zuginglichen Konzentrationen erreicht | 
wird und iiber ein gewisses niederes Konzentrationsbereich | 
konstant bleibt. Das ist in dem vorliegenden Fall zutreffend. 
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Umlagerungen peptidahnlicher Stoffe. 
7. Umwandlung eines cystinhaltigen Diketopiperazins. ') 


Von 


Max Bergmann und Fritz Stather. 





(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fir Lederforschung, Dresden.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. November 1925.) 


Vor kurzem haben wir beschrieben, daB man die Di- 
peptide Glycyl-serin und Alanyl-serin durch Abspaltung von 
2 Molekiilen Wasser in Methylen-diketopiperazine umwandeln 
kann, und daB diese weiterhin durch sukzessive Behandlung 
mit Alkali und Saiure umgelagert und in hochmolekulare Stoffe 
(C,H,O,N,)x und (C,H,O,N,), tibergefiihrt werden. Folgende 
Formeln geben diese Umwandlungen fiir das Beispiel des 
Alanyl-serins wieder. 

CO——NH-CH-CH,0H 


| | 
CH,-CH-NH, COOH 


Alany]-serin 
oreo | —— (C,H,0,N,): 
CH,;-CH—NH—CO Hochmolekulares 
3-Methylen-6-methyl- 3-Methylen-6-methyl- 
diketo-piperazin : diketopiperazin 


Diese S daiedhienlacen Stoffe, die in mancher Hinsicht 
den natiirlichen Proteinen nahestehen, erméglichten einige 
Feststellungen tiber den hochmolekularen Zustand, die fir das 
Verstindnis der natiirlichen Proteine wertvoll sind. 





') 6. Mitteilung vgl. Liebigs Ann. der Chem. Bd. 445, 8. 17 (1925); 
5. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 146, S. 247 (1925). 
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Unsere nichste Aufgabe muBte darum die Feststellung § 
sein, ob auch solche Diketopiperazine in einen hochmolekularen | 
proteinahnlichen Zustand tbergefihrt werden kénnen, die keine | 


Methylengruppe und keinen Serinrest enthalten. Wir wihlten 


dafiir ein besonders geartetes Diketopiperazin, das wir uns |™ 
aus 1-Cystin und 2 Molekiilen dl-Alanin aufbauten. Das | 
Doppel-dipeptid Dialanyl-l-cystin (vgl. untenstehendes Schema) : 
wurde erst mit Chlorwasserstoff und Methylalkohol in das | 


Dimethylester-dihydrochlorid umgewandelt und dieses mit 


methylalkoholischem Ammoniak direkt ins Dialanyl-l-cystin- : 


dianhydrid tbergefihrt: 
CO—NH-CH-CH, -SS-CH,-CH-NH--——CO 


I | | 
NH,-CH-CH, COOH COOH NH,-CH-CH, 
Dialanyl-l-cystin 
|! 
nt CO—-NH-CH.-CH,-SS-CH,- "es -NH-———-CO 
| | j 
HCl, NH,-CH-CH, boocu, -COOCH, CH,-CH-NH,,HC! | 
Dialany]-l-eystin-dimethylester-dihydrochlorid 
; CO—NH—CH.-CH,-SS-CH,- aa 
II l 
CH,-CH—NH—CO CO—NH—CH-CH, 


Dialanyl-l-cystin-dianhydrid. 

Solche cystinhaltigen Diketopiperazine, welche zwei Piper- 
azinkomplexe durch die Schwefelbriicke des Cystins verbunden 
enthalten, scheinen bisher in der Literatur nicht beschrieben 
zu sein. 

Wir verfolgten mit ihrer Gewinnung noch einen besonderen 
Zweck. In unserer ersten, vorliufigen Mitteilung') iiber Ver- 
iinderung von Keratinen durch Alkalien haben wir festgestellt, 
da8 der Cystinkomplex der Keratine durch Alkalien in der 
Kalte allmahlich und rascher in der Hitze zerstért wird. Um 
die Art dieser Zersetzung zu studieren, sind wir von den kon- 
plizierten natiirlichen Keratinen zu einfacheren Verbindungen 





1) M. Bergmann und F. Stather, Collegium Jahrg. 1925, Nr. 659, 
S. 109. 
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des Cystins mit Aminosiuren iibergegangen, und haben dafir 
das oben besprochene Dialanyl-cystin-dianhydrid benutzt. Wir 
hofften durch den AusschluB von freien Amino- und Carboxyl- 
gruppen unerwiinschte Komplikationen der Alkaliwirkung zu 
vermeiden, die wir beim freien Cystin selber und seinen ein- 


™ fachen Peptiden hiatten befiirchten miissen. Wir waren aber 


hinterher doch iiberrascht von der Leichtigkeit, mit der unser 
Piperazin durch Alkali gespalten wurde und von dem durch- 
sichtigen und eigenartigen Ergebnis der Spaltung. 

Die bisher bekannten echten 2,5-Diketopiperazine werden 
durch Alkalien zu Dipeptiden aufgespalten und dieses Ver- 
halten muBte bekanntlich in der Hand Emil Fischers einen 
allgemeinen Weg zur Gewinnung von Dipeptiden abgeben. 

Unser cystinhaltiges Diketopiperazin verhalt sich ganz 
anders. Obwohl in Wasser auBerst schwer léslich, geht es 
beim UbergieBen mit verdiinnter Natronlauge (z. B. mit n- oder 
n/10-Lauge) schon in der Kalte rasch in Lésung. Diese liefert 
beim Ansiuern neben Schwefel und Schwefelwasserstoff ein 
etwas gelblich gefirbtes, sehr schwer lésliches, aber krystalli- 


| siertes Umwandlungsprodukt, das iiberraschenderweise nur 


noch Spuren von Schwefel enthalt. Es gleicht vielmehr weit- 
gehend der oben schon erwaihnten hochmolekularen Form 
des 3-Methylen-6-methyl-2,5-dioxopiperazin (C,H,O,N,),. 
Man kann sich vorstellen, daB durch die Abspaltung von H,S, 
zunichst die allgemeine Struktur eines 3-Methylen-dioxopiper- 
azins entsteht, dessen molekulardispergierende Form aber ge- 
miB unseren friiheren Feststellungen in alkalischer Liésung 
nicht bestiindig ist, sondern sofort irreversibel in die hoch- 


molekulare Abart tibergeht. 
CO—NH—CH-CH,-SS-CH,- CH—NH—CO 


| | | 
CH,-C—-NH—CO CO—NH—C-CH, 


Y 
CO—NH—CH=CH, 


| 
CH,-C—-NH—CO 


Y 
(C.H,O;N3)s.. 





2 


+H,S +5 
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Wir haben die hochmolekulare Verbindung (C,H,0,N,), 
durch die Verwandlung in die krystallisierte gelbe Dinatrium- 
verbindung und in die Diacetylverbindung C,H,O,N,Ac, vom 
Schmelzp. 143° und durch die Hydrolyse mit Salzsiure, die 
zu einem chlorhaltigen Tetrapeptid fihrt, identifiziert. Dabei 


haben wir volle Ubereinstimmung mit den Eigenschaften unseres 
friiheren*) auf andere Weise erhaltenen Priaparates feststellen 
kénnen. Gerne hiatten wir auch noch das Molekulargewicht | 
unseres neuen Praparates von (C,H,O,N,), in siedendem Phenol 
bestimmt und ferner die katalytische Hydrierung zu Alanin- | 


anhydrid C,H,,O,N, durchgefiihrt. Diese beiden Versuche 


scheiterten aber an einer duBerst geringen, analytisch kaum © 
nachweisbaren Beimengung von Schwefel, die wir vorerst wegen 7 
der geringen verfiigbaren Menge unseres kostbaren Materials q 
auch auf dem Umweg iiber die Natriumverbindung und die | 
Diacetylverbindung nicht voéllig entfernen konnten. Auf dieses © 
bemerkenswerte Verhalten werden wir in einer nachfolgenden q 


Abhandlung noch zuriickkommen. 


Die bekannte Schwefelbleiprobe auf cystinhaltige Proteine j 
hingt mit der Neigung des Cystins (bzw. Cysteins) zusammen, ; 
einen Teil seines Schwefels in alkalischer Fliissigkeit als 


Schwefelwasserstoff abzuspalten. 


Aber diese Abspaltung erfolgt doch sehr langsam und 
das Maximum der Schwefelwasserstoffbildung wird erst nach / 
9—10 Stunden erreicht, obwohl bei den in der Literatur mit- | 
geteilten quantitativen Versuchen*) kochende Laugen von 10°/, | 


und sogar von 30°/, Atznatrongehalt zur Anwendung kamen. 


Noch langsamer als die Proteine scheint das freie Cystin seinen | 


Schwefel abzuspalten. Uns hat besonders das Verhalten des 


Dialanyl-cystins interessiert, weil es unserem Diketopiperazin | 


in seinem Aufbau am nichsten steht. Im unmittelbaren Ver- 
gleich hat das Dialanyl-cystin keine analytisch greifbaren 





1) Liebigs Ann. der Chem, Bd. 445, 8. 17 ff., (1925). 


*) Vgl. F. Suter, Diese Zs. Bd. 20, S. 564 (1895); F.N.Schulz, | 
Diese Zs. Bd. 25, S. 16 (1898). Auch die Peptide des Cystins scheinen | 
sich nach den Angaben von E. Fischer und 0.Gerngross [Chem. | 
Ber. Bd. 42, S. 1488 (1909)] nicht viel anders zu verhalten. 
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Schwefelwasserstofimengen abgespalten unter Bedingungen, bei 
welchen das entsprechende Diketopiperazin schon 71°/, seines 
Schwefels als Schwefelwasserstoff verlor und ein fast véllig 
schwefelfreies Produkt lieferte, das noch das Kohlenstoff—Stick- 
stofigeriist des Cystins unversehrt enthielt.: Durch die Hin- 
| gliederung des Cystins in den Diketopiperazinring werden also 
die Affinititsverhiltnisse dahingehend verschoben, daB das 
Cystin-8-Kohlenstoffatom den Disulfidschwefel nur noch recht 
schwach zu fesseln vermag. Besonders beachtenswert erscheint 
uns dabei, da nicht etwa nur die Disulfidbriicke gesprengt 
oder der Schwefel hydrolytisch gegen Hydroxyl oder dergleichen 
ausgetauscht, sondern daS er zusammen mit Wasserstoff heraus- 
gesprengt wird. 

Das ganz verschiedene Verhalten des Cystins und seiner 
Peptide einerseits und unseres cystinhaltigen Diketopiperazins 
/andererseits zeigt mit voller Deutlichkeit, daB die Ring- 
schlieBung auf die Affinititsverteilung innerhalb des Peptid- 


{ | molekiils einen tiefgreifenden Einflu8 ausiibt. Man hat sich 





zwar vielfach mit der Frage beschiftigt, auf welche Weise 
die Kinfiihrung molekiilfremder, aktiver Substituenten das Ver- 
halten organischer Verbindungen beeinflu8t. Aber man hat 
sulche Gedankengiinge bisher kaum auf den Vergleich zwischen 
Peptiden und Piperazinen iibertragen, zum einen Teil vielleicht, 
weil man die Anhydridbildung im AnschluB an unsere Struktur- 
formeln weitgehend mit einer zahlenmaBigen Verdoppelung der 
Peptidbindung identifizierte, zum anderen Teil wohl auch, weil 
es an geeignetem experimentellen Material véllig fehlte. Még- 
licherweise wird man aber kiinftig hierhin die in letzter Zeit 
von Abderhalden und seinen Mitarbeitern studierten Farb- 
reaktionen zu rechnen haben, wenn erst iiber deren Chemismus 
mehr als heute bekannt ist, sowie die kiirzlich von Gold- 
schmidt und Steigerwald beschriebene, ganz verschiedene 
Oxydierbarkeit von Peptiden und Diketopiperazinen durch 
Hypobromit. . 

Unser Beispiel fiihrt tiber diese Erfahrungen auf jeden 
Fall insofern hinaus, als es zeigt, daB sich die affinitative 
‘ Wirkung der Piperazinbindung iiber die eigentlichen Glieder 
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des Ringes hinaus in die Seitenkette erstreckt und in aus- 


gesprochener Weise die Festigkeit der Bindung zwischen den |§ 
Methylengruppen und dem Disulfidschwefel beeinfluBt. Dieser | 


Befund gewinnt noch an Bedeutung, wenn man sich vor Augen | 


halt, daB fast alle Aminosiuren genau so wie Cystin in | 


6-Stellung substituierte Alanine sind.’) 
Durch die Uberfiihrung des cystinhaltigen Diketopiperazins 
in die hochmolekulare Form des Methylendiketopiperazins, das 


wir schon friither zu Alaninanhydrid hydriert hatten, ist nach : 


dem Schema: 
CO—NH—CH-CH,-S— 


| | 
CH, -CH—NH—CO 2 
Alanyl-cystin-anhydrid 


—_—> (C,H, O.N3)x 


CO—NH=-CH.-CH, 


| | 
CH,-CH—NH—CO 
Alanyl-alan in-anhydrid 


ae 


ein neuer Weg vom Cystin zum Alanin gezeigt. Da sich alle : 


diese Uberginge unter Reaktionsbedingungen vollziehen, welche 


fiir den Chemismus der Lebewelt durchaus gangbar erscheinen, ] : 


ist es um so beachtenswerter, daB die cystinhaltigen Keratine | 


im Stoffwechsel einer Resorption und Umarbeitung in andere i 


Proteine fiir gewéhnlich entzogen zu bleiben scheinen. 


Bei der KEinwirkung von Alkalien und Schwefelalkalien 7 
auf natiirliche Keratine, wie sie bei verschiedenen vorbereiten- | 
den Arbeiten der Gerberei eine Rolle spielt, sehen wir die | 
cystinreichen Schichten der Oberhaut und die Haare rascher | 
als die Proteine der eigentlichen Lederhaut einem tiefgreifen- 7 
den Zerstérungsvorgang anheimfallen. Wir haben kiirzlich | 


schon gezeigt, daB dabei eine rasche Abnahme des Cystin- 





1) Nicht nur Serin und Cystin, sondern auch nicht hydroxyl- oder 
schwefelhaltige Aminosiiuren gehen unter geeigneten Umstinden leicht 
in a, $-ungesittigte Aminosiuren bzw. ihre tautomeren Formen (sub- 
stituierte o«-Aminoacrylsiuren bzw. substituierte o-Imino-propionsiuren) 
iiber. Gemeinsam mit Herrn cand. chem. F. Stern konnte ich N-Chlor- 
acetyl-phenylalanin unschwer in N-Acetyl-c-amino-zimtsiure umwandeln. 
Die Reaktion scheint allgemeinerer Anwendung fahig. 

M. Bergmann. 
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gehaltes eintritt. Unsere jetzt mitgeteilten Versuche geben an 
iibersichtlichem Material ein Bild, wie man sich in groBen 
Ziigen die Umwandlung des Cystins vorstellen kann. Z. B. 
haben schon Hoppe-Seyler') und E. Baumgarten”) beim 
langeren Kochen von Cystin oder Cystinderivaten neben Ammo- 
| niak, Oxalsiiure, Kohlensiure und Schwefelwasserstoff noch 
5-Methyl-benzol-dicarbonsiure-(1,3) festgestellt und als wahr- 
scheinliches Zwischenprodukt die Brenztraubensiure vermutet, 


* die auch von Baumann unter bestimmten Bedingungen nach- 


gewiesen wurde. Man wird sich jetzt ganz im AnschluB an 
die zuvor beschriebene Spaltung unseres cystinhaltigen Diketo- 
piperazins die Entstehung der Brenztraubensiaure folgender- 


‘# mafen zu denken haben: 





Cystin (—S-CH,-CH(NH,)-COOH), 
«-Amino-acrylsiure CH,=C(NH,)-COOH + H,S +S 
! 


Imino-brenztraubensiure CH, -C(==-NH)-COOH 


Y 

Brenztraubensiure CH,-CO-COOH + NH, . 

Ahnlich wie aus dem cystinhaltigen Diketopiperazin ein 
Abkémmling der Amino-acrylsiure (nimlich ein Methylendiketo- 
piperazin) entsteht, so diirfte Cystin iiber die Stufe der Amino- 
acrylsiure bzw. Iminobrenztraubensiure abgebaut werden. Fiir 
die nahe Beziehung der Methylendiketopiperazine zur Amino- 
acrylsiure und Brenztraubensiure haben schon Bergmann, 
Miekeley und Kann!) ausfiihrliches Material beigebracht. 

Wir wollen demnichst priifen, ob auch bei der Zersetzung 
der Keratine durch Alkalien Stoffe gebildet werden, die sich 
von der Amino-acrylsiure oder Iminobrenztraubensiure ableiten 
oder die unserem hochmolekularen Piperazin (C,H,O,N,): ver- 
gleichbar sind. Andererseits wollen wir das Verhalten weiterer 





) Diese Zs. Bd. 5, 8. 330 (1881). 

*) Chem. Ber. Bd. 15, S. 1734 (1882). } 

*) Diese Zs. Bd. 143, S. 108 (1925); Bd. 146, S. 247 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLII. 14 
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cystinhaltiger Diketopiperazine gegen Schwefelalkalien im Hin. 4 


blick auf das Verhalten der Keratine noch genauer untersuchen, 
Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen 


wir fiir die Gewaihrung von Mitteln zur Ausfihrung dieser | 


Untersuchung unseren ehrerbietigsten Dank aus. 


Di-alanyl-cystin-dianhydrid (s. oben Formel III).}) 


Wir haben die Bereitung des Doppel-diketopiperazins so vor- | 
genommen, da8 wir Dialanyl-cystin (s. o. Formel I) erst mit Methy]. , 
alkohol und Chlorwasserstoff verestert und aus dem gebildeten 7 
Esterchlorhydrat mit methylalkoholischem Ammoniak je 2 Mole- | 
kiile Chlorwasserstoff und Alkohol zur Erzielung des 2 fachen © 
Ringschlusses abgespalten haben. Schon E. Fischer hat | 
vielfach Dipeptidester mit alkoholischem Ammoniak in Diketo- q : 
piperazine tibergefthrt und auf diese Reaktionsfolge sogar eine | 
Trennung der Dipeptide von héheren Polypeptiden gegriindet.* : 
Wir haben darum keinen Grund, daran zu zweifeln, daB auch 7 
in unserem Fall nach diesem Verfahren die Bildung eines © 
echten Diketopiperazins aus dem doppelten Dipeptidester er- q 
folgt. Die Analyse, das Molekulargewicht und die Spaltung | 
bei der Hydrolyse in Cystin und Alanin stimmen vollstindig 7 


mit dieser Annahme iberein. 


5 g Dialanyl-cystin, das nach E. Fischer und U.Suzuki') | 
bereitet war, wurden mit 250 ccm wasserfreiem Methylalkohol | 
iibergossen und die Aufschliammung unter guter Ktihlung in 7 
Kaltemischung mit trockenem Salzsiuregas gesittigt. Nach F 
kurzer Zeit erfolgte véllige Lésung. Sie wurde unter geringem | 
Druck verdampft, der zuriickbleibende Sirup nochmals verestert | 


und wieder verdampft. 





1) Wir sind bei diesen Versuchen von Cystin ausgegangen, das : 
durch Hydrolyse von Haaren gewonnen war und das die Drehung des | 
reinen 1-Cystin zeigte. Die sterische Asymmetrie des Cystinanteils ver- | 


schwindet aber bei der nachfolgenden Alkalibehandlung. 
*) Vgl. besonders E. Fischer, Gesammelte Abhandlungen, Unter- 


suchungen tiber Aminosiiuren usw. Bd. 1, 8. 29 (1906) und Chem, Ber. | 


Bd. 89, S. 558 (1906). 
8) Chem. Ber. Bd. 87, S. 4575 (1904). 
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Wir glaubten dabei auf die Abscheidung und nihere Unter- 
suchung des Peptidesters verzichten zu kénnen und haben den 
hinterbliebenen, kaum gefarbten Sirup sofort mit 40 ccm einer 
bei 0° gesittigten Auflésung von trockenem Ammoniak in 
wasserfreiem Methylalkohol durch Schiitteln aufgelést. Nach 
kurzer Zeit begann aber schon die Abscheidung des Peptid- 
anhydrids und nach 15 Stunden betrug seine Menge 1,3 g. 
Die Ausbeute war also, wie bei vielen Peptidanhydriden, recht 
wenig ermutigend. Fir die weitere Verarbeitung war das 
Praparat von gentigender Reinheit. 


Fiir die Analyse wurde aus sebr viel heiBem Wasser 
moglichst schnell umkrystallisiert. Die lufttrockene Substanz 
nahm unter 1 mm bei 76° nicht erheblich an Gewicht ab. 

0,1116 g Substanz gaben 0,1710 g CO, und 0,0543 g H,0O. 


0,1099¢ _—,, » 15,6 cem N (18°, 749 mm, KOH 38°,). 
0,1122 g _ »  0,1520 g BaSO,. 


C,,H,g0,N,S, (346,36) 
Ber. C 41,609, H 5,24% N 16,18 S$ 18,51%, 
Gef. ,, 41,80 1» 5,44 »» 16,15 » 18,60 
Das Anhydrid faingt gegen 275° an, sich braun und immer 
dunkler zu farben, ohne daB aber bis 350° eigentliche Schmel- 
zung zu beobachten ist. Es lést sich schwer in Wasser und 
Alkohol und so gut wie gar nicht in Ather, Essigiither, Aceton 
und den meisten anderen organischen Mitteln. Wohl am 
meisten, aber auch nicht sehr reichlich, wird es von heiBem 
Hisessig aufgenommen. Es bildet sechsseitige Blattchen mit 


allen Ubergingen zu Prismen und flachen Nadeln. 


Fir die Bestimmung des Molekulargewichts nach dem 


| Gefrierverfahren wurden 0,0932 g Substanz in 20,40 g Phenol 


gelést und gaben eine Erniedrigung des Gefrierpunktes um 


0,101 9 


0,0698 g Substanz in 17,00 g Phenol gaben eine Erniedrigung von 
0,088°, | 
Mol.-Gew. Ber. 346,36 Gef. 326, 336. 
Hydrolyse mit Salzsiure: 2,0g Peptidanhydrid wurden 
mit 25 cem rauchender Salzsiure (D 1,19) 6 Stunden riick- 
flieBend gekocht, die Lésung unter geringem Druck verdampft, 
14* 
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in Wasser aufgenommen und unter Kihlung mit Lauge neu. ) 
tralisiert. Rasche Krystallisation des Cystins, dessen Menge |} 
nach 3 Tagen 1,18 g oder 83°/, der Theorie betrug. Nach | 





der iiblichen Krystallisation mit Siure und essigsaurem Natrium ; 
wurde gef. C 30,02°/,, H 5,21°/,, N 11,42°/,, statt ber. | 


C 30,00°/,, H 5,00°%/,, N 11,67°/,. 
Das Filtrat vom Cystin wurde zum Nachweis des Alanins 


verdampft, zweimal mit Alkohol und Chlorwasserstoff verestert | 


und der Aminosiureester mit pikrinsaurem Natrium in waBriger 
Lésung als Pikrat gefaillt. Ausbeute 2,60 g oder 64°/, der 
Theorie, Schmelzp. 167—168° (korr.), also noch 1° niedriger 
als in der Literatur fiir das Pikrat des Alaninesters angegeben. 


Ber. © 38,139, H 4,08°/, N 16,19°/, 
Gef. ,, 88,11 » 4,28 » 16,00 


Verhalten gegen Alkalien: Im nachfolgenden Abechnit | 


é 


i 


wird gezeigt, da® unser cystinhaltiges Doppel-Diketopiperazin | 


in Natronlauge aufgelést mit gréBter Leichtigkeit seinen | 
Schwefel abspaltet. Um in dieser Hinsicht ein ungefiibres | ’ 


a 


VergleichsmaB zwischen unserem Diketopiperazin und seinem © 
acyclischen Verwandten, dem Dialanyl-cystin, zu gewiunen, | 
haben wir beide Stoffe mit n-Natronlauge in Gegenwart von | 
essigsaurem Blei bei 18° aufbewahrt und nach 30 Minuten | 


das gebildete Bleisulfid gewogen. 
0,2750 g Diketopiperazin waren beim Ubergiefen mit 


20 com n-Natronlauge nach etwa 7 Minuten klar geldst. Sie | 
wurden jetzt mit der vorher bereiteten und wieder sorgfaltig | 
abgekiihlten Auflésung von 0,75 g krystallisiertem neutralen | 


essigsauren Blei in 30 ccm n-Natronlauge versetzt. Sofort 
entstand ein starker schwarzer Niederschlag, der nach 30 Mi- 


nuten Stehen bei 18° abgesaugt, erst mit Wasser und dann | 


mit verdiinnter Salpetersiiure gewaschen wurde. Der Nieder- @ 


schlag wog nach dem Trocknen bei 100° 0,2706 g, entspr. | 
0,0363 g Schwefel. Dies wiirde einer Uberfiihrung von 71°, 


des gesamten Cystinschwefels in Schwefelblei entsprechen, wenn 
der gewaschene Niederschlag aus reinem Schwefelblei bestanden 
hatte. Wir haben dies aber nicht besonders festgestellt, weil 


es uns nur auf die Gewinnung von Vergleichszahlen ankam. [| 
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Immerhin sprechen die Zahlen dafiir, daB unter unseren Ver- 
suchsbedingungen mehr als die Hialfte des Disulfidschwefels in 
Schwefelblei iibergeht. 

0,3050 g Di-alanylcystin wurden genau wie oben behandelt. 
Die freien Carboxyle kamen dabei wegen des sehr groBen 
Uberschusses an Lauge nicht in Betracht. Nach 30 Minuten 
Aufbewahren mit der alkalischen Bleiléisung war nur eine 
ganz schwache Braunfairbung, aber kein Niederschlag zu be- 
merken. Erst nach 7 Stunden betrug der jetzt gebildete 
Niederschlag 0,0196 g, entsprechend 0,0026 g S = 4,7°/, des 
gesamten Schwefels, also etwa */,, der Menge, die im Ver- 
gleichsversuch beim Piperazin schon nach 30 Minuten 
erreicht war.’) 


Umwandlung von 
Dialanyl-cystin-dianhydrid C,,H,,0O,N,S, mit Natron- 
lauge ins hochmolekulare Piperazin (O,H,O,N,);. 

2 g Dialanyl-cystin-dianhydrid wurden mit 50 ccm n-Natron- 
lauge unter 6fterem Umschiitteln aufbewahrt. Schon nach 
10—15 Minuten war unter Gelbfirbung klare Lésung ein- 
getreten. Jetzt fiel auf Zusatz von 250 ccm absolutem Alkohol 
das gebildete Natriumsalz in groBen Nadeln aus, die zu Ag- 
gregaten vereinigt waren. Ihre Menge betrug gegen 4g. Das 
Salz enthielt sehr viel Krystallwasser, bei dessen Entfernung 
die gelbe Farbe sich stark vertiefte. Es erinnert mit diesen 
Kigenschaften an die kiirzlich beschriebene Dinatriumyerbindung 


der Isoform des 3-Methylen-6-methyl-2,5-dioxopiperazins”), 


welche dieselben Eigenschaften in ausgesprochenem MaBe 
zeigte. Diese Ahnlichkeit hat sich auch bei der Untersuchung 
der nachfolgend beschriebenen Umwandlungsprodukte bestitigt, 
und wir haben darum auf die Analyse des Salzes verzichtet. 

Zur Verwandlung des Natriumsalzes in das 
Piperazin (C,H,O,N,), wurden 2 g lufttrockenes Salz in 


1) Der Unterschied wiirde noch augenfilliger, wenn man beim Ver- 
such mit dem Diketopiperazin sofort nach eingetretener Liésung in Alkali 
mit Bleisalz versetzen und unmittelbar absaugen wiirde. 

*) M. Bergmann, A. Miekeley und E. Kann, Liebigs Ann. der 
Chem. Bd, 445, S. 26 (1925). | 
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wenig Wasser unter gelindem Erwarmen gelést und nach Ab. 
kiihlen mit n-Salzsiure bis zur sauren Reaktion versetzt. So- 
fort fiel ein schwach gelber Niederschlag aus. Gleichzeitig | 
trat geringer, aber deutlicher Geruch nach Schwefelwasserstofi 
und schwefliger Saéure auf, ein Beweis, daB das Natriumsal: | 
nicht ganz rein war. Der Niederschlag wurde erst mit Alkohol | 
und Ather gewaschen und dann griindlich mit reinem Schwefel. 
kohlenstoff ausgekocht und wieder griindlich mit Alkohol und 
Ather gewaschen. Die Ausbeute betrug jetzt 0,35 g. Bei der | 
Gewinnung des Piperazins (C,H,O,N,), kann man auf die Ab. | 
scheidung des Natriumsalzes verzichten und nach dem Auflésen @ 
des Dialanyl-cystin-dianhydrids in Alkali direkt mit Sauren | 
fallen. Die genaue Beschreibung ist iiberfliissig. Das lutt- 
trockene Priparat nahm bei 76° und 1 mm iiber Phosphor. 


pentoxyd nicht mehr an Gewicht ab. 
0,1197 g Substanz gaben 0,2249 g CO, und 0,0604 g H,O. 


4,560 mg es » 0,813 cem N (18°, 748mm, KOH 50°). 
(C,H,O,N,)x (140,1); Ber. © 51,40%  H 5,76%, N 20,00°, 
Gef. ,, 51,26 9 B65 » 20,18 


Die Verbindung zeigte keinen Schmelzpunkt, sondern all- 
mihliche dunkle Farbung. Sie war in fast allen Lésungs- | 
mitteln sehr schwer léslich. Im allgemeinen enthielt sie sehr | 
geringe Spuren schwefelhaltiger Verunreinigungen, die schwer | 
nachzuweisen, aber auch schwierig zu entfernen waren. Sie | 
haben sich vor allem beim Versuch der katalytischen Hydrie- 
rung stérend bemerkbar gemacht. Darum wurde zur naheren 
Charakterisierung der Verbindung die Uberfiihrung in die Di- 
acetylverbindung und die Hydrolyse mit Salzsiure benutzt, | 
die genau wie bei der jiingst*) beschriebenen Verbindung | 
(C,H,O,N,), zu einem Tetrapeptid C,,H,,O,N,Cl fiihrte, das als 
salzsaurer Methylester identifiziert wurde. 

Diacetylverbindung C,H,O,N,(COCH,),: Fiir seine Ge- | 
winnung wurde die Verbindung (C,H,O,N,), durch Auflésung 
in starker Natronlauge und Abscheidung mit Alkohol in die © 
schon oben erwahnte Dinatriumverbindung zuriickverwandelt, 





1) M. Bergmann, A. Miekeley und E. Kann, Liebigs Ann. der q 
Chem, Bd. 445, 8. 17 ff. (1925). 











@ verstindnisvolle Hilfe zu bestem Dank verpflichtet. 
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die dann in lufttrockenem Zustand mit einem Uberschu8 von 
Essigsiureanhydrid in Tetrachlormethan bis zur Auflésung 
rickflieBend gekocht wurde. Nach dem Absaugen des in der 
Kalte abgeschiedenen Natriumacetats wurde unter geringem 
Druck so weit wie méglich verdampft und die hinterbleibende 
Diacetylverbindung aus absolutem Alkohol krystallisiert. 1,5 g 
Ausgangsmaterial gaben dabei nahezu die doppelte Menge 


Natriumverbindung und weiterhin iiber 1 g Diacetylverbindung. 
0,1060 g Substanz gaben 11,60 com N (20°, 757 mm, KOH 33°,). 
0,138385 g sy, » in 14,44 g Phenol eine Depression des 


| | Gefrierpunktes von 0,208°. 


C,,H,.0,N, Ber. N 12,50%, Mol.-Gew. 224,1 
Gef. ,, 12,48 — 


SchneeweifBe, schief abgeschnittene Prismen vom Schmelz- 
punkt 144—145° (korr.), der sich nicht inderte, als das Praparat 


mit der jiingst beschriebenen sogenannten ,,Diacetylverbin- 


dung B* gemischt wurde, die ganz auf die gleiche Weise aus 
der damals auf andere Art erhaltenen Verbindung (C,H,O,N,), 
bereitet war. Durch Aufkochen der Diacetylverbindung mit 
verdiinntem Ammoniak oder mit verdiinnter Siure wurde auch 
unser jetziges Diacetylpraparat in die Verbindung (C,H,O,N,), 
zuriickverwandelt. 

Salzsaurer Tetrapeptid-Methylester C,,H,,0O,N,CL: 
Um Wiederholungen zu vermeiden, verweisen wir hier auf die 
kiirzlich gegebene Vorschrift, die wir in allen Einzelheiten be- 


| stétigen kénnen, und fiihren hier nur fiir unseren neuen Ver- 


such das Ergebnis der Methoxylbestimmung des erhaltenen 


@ Tetrapeptidesters an. 


C,sHy,-O,N,Cl,-OCH, (408,14) Ber. OCH, 7,69,  Gef. 7,71), 
Sowohl bei unserer friiheren wie bei unserer jetzigen 


® Herstellungsweise des Tetrapeptidesters treten manchmal mit 
® kleinen Variationen der Herstellungsweise auch geringe Ab- 


weichungen in der Zusammensetzung auf. Wir werden auf 
diesen Punkt noch besonders zuriickkommen. 


’ Fraulein E. Liebscher sind wir fir ihre sehr eifrige und 





















Uber direkte Maltosegirung durch maltasereiche Hefe. 
Achte Mitteilung tiber Maltase. 


Von 


Richard Willstiitter und Eugen Bamann. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften {n 
; Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Dezember 1925.) 





Kinleitung. 


Die Methode der Versuche von R. Willstatter und 
Ch. D. Lowry?) tiber direkte Vergirung von Rohrzucker be- 
steht in der Herabsetzung des Invertingehaltes der Hefe durch | 
chemische Eingriffe und im Vergleich der Garung und Spaltung 
mit invertinirmsten Hefen bei stark sauerer Reaktion. Bei | 
Py = 2 wird die Gargeschwindigkeit auf ?/,—1/,, die Invertin- | 
wirkung aber zum Beispiel auf 3/,, herabgesetzt. Fiir die 
Methode, den Verlauf der Girung und Spaltung einer Biose | 
in saurer Lésung zu vergleichen, ist die Maltose ein geeigneteres 
Substrat. Die Erscheinung ist in diesem Fall viel schéner als | 
beim Rohrzucker. Denn eben in schwach saurer Lésung, in 
der Saccharase optimal wirkt, naimlich bei p,, = etwa 4,5, ist 
die Maltase, deren Reaktionsoptimum in der Nahe des Neutral- | 
punktes liegt, schon vollkommen ausgeschaltet. Wahrend unter 
diesen Verhiltnissen Hefen und Maltaselésungen keine hydro- | 
lysierende Wirkung auf Malzzucker ausiiben, erfolgt die Garung | 
mit voller Geschwindigkeit. Es zeigt sich sogar in Uber- | 





*) XI. Abhandlung iiber Invertin, Diese Zs. Bd. 150, S. 287 (1925). 

















Uber direkte Maltosegirung durch maltasereiche Hefe. 203 


einstimmung mit einer vor kurzem erschienenen Untersuchung 
yon E. Higglund und A.M. Augustson?), daB die Garung 
der Maltose bei saurer Reaktion und zwar in einem engen 
Bereich um p,, = etwa 5 mit der gréBten Geschwindigkeit statt- 
findet. Wenn bei dieser Aciditit 50°/, Maltose unter den 
Versuchsbedingungen von Willstatter und Steibelt?) ver- 
goren sind, so erreicht im Vergleichsversuche bei p,, = 6,4 die 
| G&rung nur beispielsweise 32,5°/,. Fiir die maltasereichen 
_Hefen bedeutet also die Kinstellung der giinstigsten (p,, = 4,5) 
Garbedingungen fiir Malzzucker zugleich die vollstindige Aus- 
schaltung des biosespaltenden Enzyms. Nicht nur die maltase- 
armen Brennereihefen, auf welche die Untersuchung von Will- 
stitter und Steibelt*) aufmerksam gemacht, auch die maltase- 
reichen Bierhefen sind im Stande, die Biose direkt, d. h. ohne 
vorangehende Hydrolyse, zu vergiren. 


Experimenteller Teil. 


I, Maltasewirkung in sauerem Bereich. 


Die Saccharasewirkung ist bekanntlich in saurem Gebiete 
optimal und zwar bei p,, = etwa 4,6, in starker saurem ‘) wird 
sie herabgesetzt, so daB bei p, = 2,0 die Zeit der halben 
Rohrzuckerspaltung 6—14 mal gréBer wird. Die Maltase®) 
hingegen wirkt bei neutraler Reaktion optimal, nimlich zwischen 
P,, = 6,75 und 7,25, und schon eine Aciditéit von p, = 5,5 
geniigte, um den Umsatz in der Zeit, die bei p,, = 6,8 fiir die 
Halbspaltung erforderlich ist, auf ungefahr 1/, herabzusetzen. 
Diese Angaben bezogen sich auf Autolysate von Brauereihefen. 
Wir vergleichen nun bei saurer Reaktion die Geschwindigkeit 
der Maltosespaltung durch solche Enzymlésungen und durch 





1) Biochem. Zs. Bd. 155, S. 384 (1925). 

*) Diese Zs. Bd. 115, S. 211 und zwar §. 219 u. 220 (1921). 

*) Uber die Girwirkung maltasearmer Hefen, Diese Zs. Bd. 115, 
S. 211 (1921). 

*) Vgl. R. Willstitter u. Ch.D. Lowry, XI. Abh. tiber Invertin, 
Diese Zs. Bd. 150, S. 287 (1925). 

*) R. Willstitter u. E. Bamann, VL. Mitteil. tiber Maltase, Diese 
Zs. im Druck. 
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Tabelle 1. 
Ppy-Abhingigkeit der Maltasewirkung von Hefen (bei Gegenwart von Zellgift). 





(Unter den Bed. der Zeitwertbest. nach Willstitter, Oppenheimer und Steibelt, indessen in Vers. 2 mit 


1 g Hefetrockengew. auf 100 ccm Bestimmungslés., in Vers. 3 u. 4 mit 0,5 g auf 100 ccm.) 

















Angewandt: 1. Brauereihefe Rs 11/III vom Maltasezeitwert 70 
2. = Rp 4/VII_,, s 30 
8. ‘s me 1/VH,, ¥ 85. 
N Reaktionszeit Drehungsabnahme Spaltung 
r. 
ex Min. 0 °F, 
1 Maltaselés. aus Hefe Rs ... . 6,8 81 62 — 1,44 2,03 — 22,5 81,7 — 
5,5 62 168 — 0,58 0,85 — $i we — 
4,5 81 62 168 0,03 0,03 0,08 0,47 0,47 0,47 
2 Hefe Rs, verflissigt. . . .. . 6,8 30,5 62 98 1,55 2,21 2,75 24,2 84,6 48,0 
5,5 62 98 168 0,58 0,70 0,92 91 10,9 14,4 
4,5 80 62 168 0,03 0,08 0,08 0,47 0,47 0,47 
8,5 80 62 168 0,08 0,03 0,03 0,47 0,47 0,47 
3 Hefe Rs, ohne Verfl., unter Zus. v. 
Tol. zur Maltoselésung . .. . 4,5 80 144 — 0,05 005 — 0,78 0,778 — 
4 Hefe Rp, verflissigt. . ... . 6,8 15 30 99 1,10 1,70 2,93 17,2 26,6 45,8 
5,5 15 30 192 0,30 0,45 0,80 41 16 185 
5 Hefe Re, verfliissigt. . ... . 6,8 45 8 — 1,92 2,57 — 80,0 40,2 
5,7 45 85 198 0,47 0,72 1,18 is us 118 
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die Hefen selbst (Tab. 1) und finden dabei Ubereinstimmung in 
der Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Aci- 
ditit. Fiir die Versuche dienten drei verschiedene Proben 
der maltasereichen Hefen der Liwenbrauerei in Miinchen, mit 
denen wir die Bestimmung unmittelbar nach der Vergiftung 
mit Essigester ausfiihrten. Die Zeit-Umsatzkurve bei p, = 5,5 
verliuft so flach, daB fiir die Halbspaltung auBerordentlich 
groBe Zeiten erforderlich sind. In noch staérker saurem Ge- 
biete wird die Maltase ganz unwirksam. Schon bei p, = 4,5 
kommt die Spaltung des Malzzuckers zum Stillstand. 

DaB an der starken Abnahme der Maltasewirkung in 
saurer Lisung nicht Enzymzerstérung schuld trigt, sondern 
nur die fiir diese Enzymwirkung ungiinstige Aciditaét, geht aus 
folgendem Versuch hervor. Wir lieBen die verfliissigte Hefe 
(Probe Re der Tab. 1 und zwar 1g Hefetrockengewicht auf 
100 ccm Bestimmungslisung) 15 Minuten lang bei p,, = 4,5 
auf die Maltoselésung einwirken. Die Spaltung betrug anstatt 
der bei p, = 6,8 gefundenen 25,3°/, nur 1,7°/, (Drehungs- 
abnahme 0,11°). Darauf stellten wir durch Zusatz von Di- 
natriumphosphat wieder optimale Reaktion ein und fanden in 
weiteren 56 und 75 Minuten 45,4 und 51,5°/, Spaltung (ent- 
sprechend den Drehungsabnahmen von 2,90 und 3,30°), wie 
im Versuche mit von Anfang an richtiger Aciditat der Lésung. 


Il. Vergleich der Maltasebestimmung und der Maltasewirkung 
im Garversuche. 


Man darf fiir genauen Vergleich die Maltasewirkung unter 
den Bedingungen der Bestimmung und unter den Verhiltnissen 
der Garung nicht gleichsetzen. Denn im Giarversuche wird 
die entstehende Glucose weggeschafit, wihrend sie im Be- 
stimmungsversuche bei Anwesenheit von Zellgift in wachsender 
Konzentration auftritt und die Maltasewirkung hemmt. Beob- 
achtungen iiber diese Hemmung durch Glucose haben schon 
K. F. Armstrong’), R.O. Herzog?) und R. Kuhn’) mitgeteilt. 

") Pro. Roy. Soc. Bd. 73, S. 516 (1904). 

*) IV. Auflage von C. Oppenheimer, Die Fermente, Bd. I, 
S. 988 (1913). 

8) Diese Zs. Bd. 127, S. 234 und zwar S. 239 (1923). 
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Einige nachfolgende Versuche mit Brauereihefen sollen den 
Einflu8 der Glucose in saurer und neutraler Lisung vergleichen. 

Die Malzzuckerhydrolyse durch Hefe entsprechend 0,5 ¢ 
Trockengewicht wurde mit 100 ccm 5°/,iger Bestimmungs- 
lésung, andererseits unter Zusatz der iquimolekularen Glucose- 
menge verfolgt. 


Versuch mit Léwenbriuhefe Rp 4/VII. 
Pu = 6,8. 
a) Ohne Glucose. 
15 Min.: Drehungsabnahme 1,10° Spaltung 17,2 °/, 


30 9 1,70 ” 26,6 
“ . “ 2,98 45,8 
b) Mit Glucose. 
15 Min.: Drehungsabnahme 0,42° Spaltung 6,57 °/, 
80. =, pe 0,64 - 10,0 
195 ,, th 1,70 ie 
In der Zeit der 50°/,igen Spaltung der Maltose werden unter dem 
Einfilu8 der zugefiigten Glucose nur 23 °/, hydrolysiert. 
Pu = 5,5. 
a) Ohne Glucose. 
15 Min.: Drehungsabnahme 0,30° Spaltung 4,69 °/, 
BO. as Fe 0,45 . 7,05 
i922 ,, 0,80 , ae 


b) Mit Glucose. 
15 Min.: Drehungsabnahme 0° Spaltung — 
305, ” 0,02° ” p08 
192 ,, Pa 0,21 99 3,28 °/, 
In der Zeit der 50°/,igen Spaltung der Maltase bei optimalem 
Pp (6,8) werden bei py = 5,5 ohne Glucose 12°/,, mit Glucose 3°/, 
hydrolysiert. 
Versuch mit Léwenbriiuhefe Re 1/VII. 
Pu = 6,8. 
a) Ohne Glucose. 
45 Min.: Drehungsabnahme 1,92° Spaltung 30,0 °/, 
85, 9 2,57 ” 40,2 
b) Mit Glucose. 
45 Min.: Drehungsabnahme 0,75° Spaltung 11,7°/, 
86. » “ 1,13 me 17,6 
198, 1,89 — 
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In der Zeit der Halbspaltung werden unter der Wirkung der zu- 
gefiigten Glucose nur 24 °/, Maltose hydrolysiert. 


Pu = 5,7. 

a) Ohne Glucose. 
45 Min.: Drehungsabnahme 0,47° Spaltung 7,35 °/, 
85, s 0,72 ee 
- , = 1,13 i oor 

b) Mit Glucose. 
45 Min.: Drehungsabnahme 0,03° Spaltung — 
85 yy ” 0,22 ” 3,44 °/, 
ive ” 0,39 ee 6,1 

In der Zeit der Halbspaltung bei optimalem py, werden bei py=5,7 
ohne Glucose 15°/,, mit Glucose 5°/, Maltose hydrolysiert. 


Die Maltasewirkung bei Beseitigung der Glucose durch 
Girung wird demnach gréBer sein, als der Maltasezeitwert 
der Hefe anzeigt. Dieser Umstand ist in der Untersuchung 
von R. Willstatter und W. Steibelt*) nicht beriicksichtigt, 
wenn anschlieBend an den sicheren Nachweis der direkten 
Malzzuckergirung durch maltasearme Hefen auch iiber die 
Méglichkeit der direkten Biosegarung durch maltasereiche Bier- 
hefen Betrachtungen angestellt werden. Danach ,laBt die 
Geschwindigkeitsmessung darauf schlieBen, daB direkte Ver- 
girung der Maltose neben der indirekten erfolgt. Wahrend 
nimlich bei dem halben Umsatz die Hydrolyse noch der 
Garung etwas vorauseilt, kehrt sich dieses Verhiltnis bei 
weiterem Fortgang der Girung bald um.“ Auch in den Ver- 
suchen von R. Willstatter und Ch. D. Lowry?) iiber Ver- 
gérung des Rohrzuckers in saurer Lésung durch invertinirmste 
Hefen wird die Invertinwirkung im Garversuche gleich geachtet 
der im Bestimmungsversuche, also unter Bedingungen der An- 
hiufung von Invertzucker. Es kénnte aber auch hier derselbe 
Fall vorliegen, da® die Inversion im Giarversuch die berechnete 
tibertrife. Die SchluBfolgerung von Willstatter und Lowry 
wird allerdings durch Beriicksichtigung der méglichen Hem- 





1) Diese Zs. Bd. 115, S. 211 und zwar §. 229 (1921). 
*) XI. Abh. iiber Invertin, Diese Zs. Bd. 150, S. 287 (1925). 
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mung bei der Invertinbestimmung wenig beeintrichtigt, da 
schon in den ersten Zeitabschnitten von Garung und Spaltung, 
wenn also der mégliche Einfiu8 der Monosen noch gering 
ist, das Vorauseilen der Girung gegeniiber der Spaltung vor-. 
kommt. | 


III. Geschwindigkeit der Maltosegarung bei verschiedenen 
Aciditaten. 


Den Girverlauf beobachteten wir volumetrisch unter den 
in der vierten Mitteilung fiir die Bestimmung der Halbgiarzeit 
vorgeschlagenen Bedingungen (30°, 20 ccm 5°/,ige Maltose- 
lésung, Hefe entspr. 0,2 g Trockengew.). Die Menge der Kohlen- 
siure wurde aber, wie bei H. v. Euler und K. Josephson}, 
in Biretten tiber CO,-gesittigtem Wasser von konstanter 
Temperatur gemessen. Aus dem vorgeschriebenen’ Gemisch 
der Nahrstoffe blieb das Monokaliumphosphat weg, da der 
Puffer genug Phosphat enthielt. Fir die p,-Kinstellung war 
Citrat—Phosphatpuffer am geeignetsten. Er bestand in jedem 
Giarversuche aus 5 ccm m/3-Monokaliumphosphat und 5 ccm 
m/3-Citronensdure; diese 10 com Gemisch von p,, =2,5 wurden 
mit n/3-Natronlauge zur gewiinschten Aciditat eingestellt. Mit 
Oxalat—Phosphatpuffer, der weniger geeignet ist, fanden wir 
recht ahnliche Werte. Auch ergaben zum Vergleich beob- 
achtete Vergirungen von Glucose und Saccharose (Tab. 2 und 3) 
durch Brauerei- und durch Brennereihefen bei verschiedener 
Aciditit, eingestellt mit Citrat—Phosphat- und Oxalat—Phosphat- 
puffer, iibereinstimmend mit den Befunden von H. v. Euler 
und 8. Heintze’) sowie H. v. Euler und K. Myrbick’), welche 
die Aciditit mit Mineralsiure herstellten, ein sehr breites 
Maximum der Giargeschwindigkeit, das sich von etwa p, = 3 
bis in die Nahe des Neutralpunktes erstreckt. 





1) Diese Zs. Bd. 120, S. 42 (1922). 
*) Diese Zs. Bd. 108, S. 165 (1919). 
5) Diese Zs, Bd. 181, S. 179 (1928). 
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Abhangigkeit der Glucosegirung vom py; Brauereihefe (Léwen- 
priiu Rs 11/III). Die Saccharosegiirung verlief ebenso wie die Glucose- 


giarung. 


(Citrat-Phosphatpuffer; py vor und nach dem Girversuch gemessen.) 















































Gardauer (Min.) | py = 2,5 | 3,5 | 4,5 | 5,5 6,5 > 6,4 
So = are aw cures aguas ate a ee 2 Lianne 
cem CQ,: 
30 24 | 26 26 2 24 
60 62 67 67 65 64 
90 103 112 112 1a: 7) 80 
120 145 157 157 156 156 
Ra oe ; | 
Halbgirzeit 8] 119 111 111 112 112 
extrapol. Indukt. 2 16 17 Yr oe 19 
reduz. Halb- & | 
girzeit r- 103 94 94 | 94 93 
Tabelle 3. 


Abhingigkeit der Glucose- und Saccharosegiirung vom py} 


Brennereihefe Regensburg. 


(py vor und nach dem Girversuch gemessen.) 








Gardauer (Min.) 


Saccharosegarung ; 


Citrat-Phosphatpuffer 


Glucosegirung ; 


Oxalat—-Phosphatpuffer 




















Pu=2,5| 4,5 |6,5>6,4/1,5>1,8| 4,5 |6,5>5,8 
ecm CO, 

30 17 15 12 3,0 20 18 

60 45 48 39 1,2 52 51 

90 79 77 73 11,0 91 91 

120 115 | 115 | 118 isa | wt an 

150 154 | 154 | 158 19,8 | 169 | 169 

250 ~~ _~ — 38,8 ‘en — 

Halbgarzeit 9] 141 141 145 _ 130 130 

extrapol. Indukt. © 31 33 31 ~~ 22 28 
reduz. Halb- & 

girzeit 4 110 108 106 — 108 107 




















Versuche mit maltasereicher Bierhefe. 
Die Garung der Maltose durch Léwenbriuhefen verlauft, 


wie die Versuche der nachfolgenden Tab. 4 ergaben, optimal 


nena 
aS 
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in einem engen Bereiche von p,, = 4,5—5,5. Zum Unterschied 
von der Glucose- und Saccharosegirung ist die Geschwindigkeit 
bei p, < 4 und >6 geringer, und zwar betrichtlich geringer 
bei der ganz. schwach sauren Reaktion, die fiir die Glucose- 
und Saccharosegirung noch optimal ist. 

Die Induktionszeiten sind bei giinstigem p,, auBerst gering 
sie sind gré8er bei starker und besonders bei schwiicher saurer | 
Reaktion. Aus der Fig. 1 ergeben sich die Induktionsperioden, 
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Maltosegérung durch Bier- und Branntweinhefen bei verschiedenen Aciditaten, 
(Citrat—Phosphatpuffer. ) 


indem an die Garkurve an ibrem steilsten Abschnitt eine 
Tangente gelegt wird. Der Abszissenabschnitt von der Null- 
zeit bis zum FuSpunkt der Tangente stellt die extrapolierte 
Induktionsperiode dar. Die Unterschiede im Gé&rverlauf 
erscheinen zwar vermindert, bleiben aber dem Sinne nach 
bestehen, wenn von den Halbgirzeiten die Induktionsperioden 
abgezogen werden. Wir berechnen die ,reduzierten Halbgir- 
zeiten“ wie‘in der aus unserem Laboratorium hervorgegangenen 
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Untersuchung von H. Sobotka’) ,Zur Kenntnis der Trocken- 
hefe“ mittels jener Tangente. Ubereinstimmend wird sie ex- 
perimentell ermittelt als das 5fache der Zeitdauer, welche die 
Hefe zur Vergarung von 10°/, der Substrat-Anfangskonzentration 


von 40 und 50°/, Kohlenséure. Die gesamten und die reduv- 


zierten Halbgarzeiten bei wechselndem p,, werden in der Fig. 2 : 
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Fig. 2. pj, -Abhingigkeit der Halbgarzeiten von Bierhefen. 
(Verhaltniszahlen mit dem Optimum = 100.) 


dargestellt neben der so wesentlich davon verschiedenen p,,- | 


Abhangigkeit der Glucose- und Saccharosegirung. 


Versuche mit maltasearmer Brennereihefe. 


Die ,,garantiert reine Branntweinhefe der Zuckerraffinerie | 
Frankenthal, Fabrik Regensburg war in allen untersuchten |@ 





1) Inaug.-Diss., Miinchen 1922, und Diese Zs. Bd. 134, §. 1 (1928/24). [| 


J 


bendtigt, wenn die CO,-Entwicklung am lebhaftesten ist, oder | 
etwa gleich dem 5fachen der Garzeit zwischen der Abgabe [| 
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Proben praktisch frei von Maltase. Sie verhalt sich bei der 
Girung des Malzzuckers (Tab. 5 und Fig. 1) im wesentlichen 
tibereinstimmend mit der Bierhefe. Sie zeigt nur einen charak- 
teristischen Unterschied: das Optimum der Garung liegt in [7 
noch starker saurem Gebiete, bei p,, = etwa 3,5. Die Halb- [ 
girzeit bei p, = 2,5 liegt zwischen den bei 4,5 und 6,5 ge- | 


fundenen Werten, wiahrend bei der Bierhefe p, = 2,5 un- [7 


giinstiger als 6,5 ist. Auch fiir die Rohrzuckergirung (vgl. |7 
Tab. 8) erstreckt sich das Optimum weiter in das saure Gebiet |7 
als bei Bierhefe; p, = 2,5 ist namlich noch optimal. Die | 
untersuchte Branntweinhefe ist also besonders angepaBt fir | 
die Garung in saurem Gebiet. : 

Die Induktionsperioden sind durchwegs weit gréBer als bei | 


maltasereichen Hefen. Die reduzierten Halbgarzeiten ergeben | @ 


geringere Unterschiede, aber gleichen Sinn der p,,-Abhingigkeit. ; 


Diese Untersuchung hat Herr Privatdozent Dr. Richard : 
Kuhn durch wertvolle Ratschlige geférdert; wir sprechen ihm |% 
dafiir unseren aufrichtigen Dank aus. : 
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- § Uber Porphyrine aus Blutfarbstoff. 




















+ IV. Mitteilung. 
ie Beitrage zur Konstitution der Porphyrine. 
r Von 


Arno Papendieck. 











n 
1 & (Aus dem physiologisch-chemischen Institut [Prof. O. Schumm] der Hamburgischen 
' F Universitat, Allgemeines Krankenhaus Eppendorf.) 
| a (Der Redaktion zugegamgen am 4. Dezember 1925), 
q In ihrer umfangreichen Abhandlung ,,Uber den Abbau des 


Himins zu den Porphyrinen“ geben R. Willstatter und 
M. Fischer’) Strukturformeln fir das Hamatoporphyrin an, 
% die sich durch den Besitz einer bzw. zweier ungesattigter 
} Seitenketten auszeichnen. Die Oxyvinylgruppen in diesen 
'% Seitenketten verdanken nach Willstatter ihre Entstehung den 
von ihm im Hamin angenommenen Athinbriicken in 2 Pyrrol- 
ringen 








‘OH=0H YN x( cH—C 
Somoc 
die unter der Kinwirkung von Bromwasserstoff—Eisessig gelist 


werden und schlieBlich nach der Behandlung mit Wasser fol- 
gendes Bild ergeben: 


ina —CH=CHOH 


| 
NE unt | 
Rae ats BAe BM 
CHOH=CH— » Ne easnaae oomesaaee 


1) R. Willstatter und M. Fischer, Diese Zs. Bd. 87, 8. 423 (1918). 
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oder bei Annahme nur einer Briickenbindung im Hamin 
folgendes: 


— —CH=CHOH 
NH N¢ 
CH,OH—CH,— & = 





























Ebenso nehmen R. Willstatter und M. Fischer in dem von | 
ihnen aus Haimatoporphyrin dargestellten Hamoporphyrin eine | 
ungesattigte Seitenkette an, wobei also vorausgesetzt wird, dab | 
unter der Kinwirkung der methylalkoholischen Kalilauge und | 


des Pyridins bei 200° die angenommene Doppelbindung des ; 


Himatoporphyrins keine Absattigung erleidet, sondern lediglich 4 


Ersatz der Hydroxylgruppen durch Wasserstoff erfolgt. Aller- |@ 


dings werden weiterhin Betrachtungen angestellt iiber die : 
Stellung des Himoporphyrins zum Mesoporphyrin und die ge- | 
nannten Autoren kommen zu dem SchluB, ,,daB Mesoporphyrin | 


und Hamoporphyrin Isomere sind“. Endlich wird in der ge- @ 


nannten Arbeit ausgesprochen, daB ,,auf dem Wege von Himin © 
zu den Porphyrinen Anderungen in der Konstitution vorkommen“, © 
die ,den Bau des Molekiils wesentlich andern“, nimlich beim q 
,»Ubergang des Himins zum Hamatoporphyrin und von diesem © 
zum Hamoporphyrin, das mit den Porphyrinen des Chlorophylls | 
isomer ist“. Daher sei der Vorschlag von W. Kiister?) nicht © 
einwandfrei, Hamin und seine Derivate mit einer einheitlichen = 
Bezeichnung auf eine scheinbar gemeinsame Grundsubstanz | 
Hamaterin zurickzufihren. 4 
In jiingster Zeit sind von H. Fischer gelegentlich der 4 
Bearbeitung der nattirlichen Porphyrine Versuche gemacht, die — 
mit einigen der oben angefiihrten, von Willstitter behan- 4 
delten Fragen im Zusammenhang stehen. J 
So ist es H. Fischer?) gelungen, bei Wiederholung des — 
Willstatterschen Versuches, Himatopérphyrinim Hochvakuum — 
auf 105° zu erhitzen, den dabei unter Wasserabspaltung ent- | 
stehenden Stoff in krystallisiertem Zustand zu gewinnen und © 
ihn mit seinem Ooporphyrin und damit mit der im hiesigen 4 
Laboratorium zuerst rein dargestellten Hamaterindicarbonsiure ~ 
1) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 86, S. 55 (1913). 
*) H. Fischer u. F. Lindner, Diese Zs. Bd. 142, S. 141 (1925). 
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(d.h. dem enteisenten Hiamochromogen) zu identifizieren. Daraus 


schlieBt er, daB im Ooporphyrin eine der in Frage kommenden 
Seitenketten eine Acetylengruppe enthalten miisse. 

Weiter hat Fischer’) durch Einwirkung von Jodwasser- 
stoff und Jodphosphonium aus Hamoporphyrin Mesoporphyrin . 
erhalten, was ihn zu der Annahme fihrt, daB ,im Hamo- 
porphyrin eine ungesittigte Seitenkette ueiehiniions ist, da sonst 
der Ubergang in Mesoporphyrin auf reduktivem Wege kaum 


verstindlich wire, wenn nicht eine Umlagerung erfolgt“*. — 


Was endlich die Annahme Fischers anlangt, da8 im 
Himin wahrscheinlich die Acetylengruppe des Ooporphyrins 
und der Hamaterinsiure nicht vorhanden sei, so glaube ich, 
auf Grund unserer experimentellen Erfahrungen, darauf fol- 
gendes erwidern zu kénnen: 

Die Willstittersche Formulierung der Athinbriicken 
griindet sich vor allem auf seine Annahme, daB sie wesentlich 
an der Bindung des Eisens beteiligt seien und daB dieses erst 
herausgelést werden kénne, wenn bei der Bildung des Himato- 
porphyrins durch die Addition von HBr die Briicken gesprengt 
wiirden und dadurch Lockerung der Hisenbindung erfolgt sei. 
Ebenso meint nun H. Fischer?) auf Grund der Ergebnisse 
seiner Untersuchungen iiber Porphyrinbildung bei Faulnis und 
Autolyse von bluthaltigem Material, daB diese Athinbriicken 
durch ein nicht sicher erkanntes Agens ,,wahrscheinlich Fer- 
mentwirkung* gelést oder gelockert werden und dann die Ein- 
wirkung von Essigsiure geniige, um das Hisen abzuspalten; 
wihrend zur kiinstlichen Kisenabspaltung bei der Bildung der 
Haimaterinsiure die Einwirkung von Nisessig nicht geniige, 
sondern Salzsiure ndtig sei, durch die allein die Athinbriicke 
gesprengt werden kénne. 

Wie aber aus den vor 2 Jahren von P- List’) im hiesigen 
Laboratorium ausgefiihrten Versuchen hervorgeht, lat sich 
aus mit H,S ergiebig behandeltem Blut auch durch Lisessig 
ein Porphyrin gewinnen, das villig dem durch Salzsiure ge- 





1) H. Fischer u. R. Miller, Diese Zs, Bd. 142, 8. 120 (1925). 
*) H. Fischer u. Lindner, Diese Zs. Bd. 142, 8. 141 (1925). 
*) P. List, Diese Zs. Bd. 135, 8. 95 (1924). 
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bildeten gleicht. Ebenso haben Papendieck und Bonath?) 
mit Eisessig und Hydrazinhydrat aus von Zeyneks Verdau. 
ungshimatin genau wie aus §-Himatin (aus Himin) die Hima- 
terinsiure erhalten. 

Ich glaube daher auch, wie ja bereits W. Kister?) in 
mehreren Arbeiten, gestiitzt auf ein umfangreiches experimen- | 
telles Material, wiederholt hervorgehoben hat, da8 fiir ein weiteres 
Festhalten an der Willstatterschen Athinbriickenformel heute 
keine Veranlassung mehr vorliegt. Vielmehr miissen wir, falls 
sich die Anwesenheit der Acetylengruppe in der Himaterin- 
siure bestitigt, diese im Hamin, aber auch im a@-Hamatin und 
damit im Blutfarbstoff selbst annehmen.’) : 

Lediglich aus dem Vorhandensein der Athinbriicke scheint : 
nun Fischer‘) auf die Oxyvinylgruppe im Hamatoporphyrin [ 
zu schlieBen. Wenigstens sehe ich keine unmittelbaren Be- © 
weise fiir eine ungesittigte Seitenkette erbracht. Die Fiahig- 
keit, Wasser abzuspalten, scheint mir nichts zu beweisen, denn ~ 
da man 2 Mol. H,O abspalten kann, aber nur eine Oxy- ~ 
vinylgruppe angenommen wird, muB die Oxyithylgruppe die © 
gleiche Fahigkeit besitzen. 

Inzwischen habe ich weitere Untersuchungen ausgefiihrt 
iiber die schon friher von mir mit K. Bonath®) angewandte 
elektrochemische und katalytische Hydrierung. Dabei bin ich 
zu Ergebnissen gekommen, die geeignet sind, weitere Klarheit 
tiber die Konstitution der Porphyrine zu schaffen. 

Wie wir angegeben haben, laBt sich die Hamaterin- 
dicarbonséure in geeigneten Liésungsmitteln sowohl durch 
Kathoden—Wasserstoff, wie auch katalytisch an Palladium in 
Mesoporphyrin umwandeln. 

Die Methoden sind jetzt weiter ausgebaut und auf andere 
Blutfarbstoffporphyrine angewandt. 





1) A. Papendieck u. K. Bonath, Diese Zs. Bd. 144, S. 60 (1925). 

2) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 88, S. 877 (1918); Bd. 94, S. 172 (1915). 

*) Vgl. hierzu weiter unten die neuerdings von W. Kiister ge- 
iuBerte Anschauung. 

*) H. Fischer u. F. Lindner, a.a. O. 

5) A. Papendieck u. K. Bonath, a. a, O. 
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I. Elektrochemische Hydrierung der Haimaterinsaure. ') 

Ein etwa 150 ccm fassender pordéser Tonzylinder, der in 
einem etwas gréBeren Becherglas steht, enthalt die Lésung 
yon etwa 5 mg Porphyrin in Eisessig mit 2,5 °/,- Schwefelsaure. 
In diese Liésung taucht eine vergoldete Rihrelektrode von - 
etwa 12 qcem Oberfliche. Die Anode (Platinblech von etwa 
8 gem Oberflache) taucht in etwa 1°/, Schwefelsdure, die sich 
in dem SuBeren Becherglas befindet. Die Hydrierung erfolgt 
bei etwa 10 Volt Spannung und einer Stromstirke von 0,6 bis 
0,8 Amp. in 2—3 Stunden. Die Temperatur steigt dabei nicht 
iiber 40—50°. Nach Unterbrechung des Stromes wird das 
Porphyrin unter Zusatz von Natriumacetat in Ather gebracht 
und dieser siurefrei gewaschen. Man beobachtet dann das 
Spektrum des Mesoporphyrins: 

I. 628'/,; Il. 568; Illa. 580, b. 525; IV. 495. 
Spektrum in 25°/,iger HCl: 
I. 598; IL 550. 
Spektrum in n/10-KOH: 
I. 629; Ila. 584, b. 574; I[la. schwach 550, b. 527. 
Spektrum in Chloroform: 
I. 621; IL. 566; III. 583; IV. 499. 

Durch Kochen der Liésung des Porphyrins in Lisessig 

mit einer Lésung von Ferroacetat in Kisessig wurde das Meso- 


| himatin erhalten, dessen Spektrum in Pyridin unter Zusatz 


von Hydrazinhydrat folgendes Absorptionsbild zeigt: 
I. 547; IL. 518. 

Bei dieser Gelegenheit méchte ich mitteilen, daB offenbar 
Natriumamalgam auf Himatin- wie auf Himaterinsiurelésungen 
in Kisessig ganz entsprechend einwirkt. Schon gemeinsam 
mit K. Bonath (unveréffentlicht) hatte ich Bildung von Hima- 
terinsiure beobachtet bei vorsichtiger Einwirkung von Natrium- 
amalgam auf Hamatin, wihrend bei linger dauernder Ein- 
wirkung daneben ein Porphyrin vom spektralen Verhalten des 
Nenckischen Hamatoporphyrins entsteht. Durch Ausschiittteln 
der salzsauren Lésung der erhaltenen Porphyrine mit Chloro- 


') Abgekiirzt fir ,,Himaterindicarbonsiure“. 
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form 14Bt sich das Himatoporphyrin von der Hamaterinsiure 
befreien. LaSt man Natriumamalgam auf die Haimaterinsiure 
in EKisessiglésung einwirken, so werden die Seitenketten vollig 
abgesattigt und es entsteht ebenfalls ein Stoff mit den spek- 
tralen Eigenschaften des Mesoporphyrins. *) 


II. Elektrochemische Hydrierung von Hamatoporphyrin-Nencki. 


In derselben Weise wurden Lésungen des Himatoporphyrin- 
Nencki behandelt. Dabei zeigte sich, daB das Porphyrin chloro- 
formléslich geworden war, was auf eine Umwandlung schlieBen 
lie}, denn das Himatoporphyrin ist in Chloroform praktisch 
unléslich. Um festzustellen, ob nicht etwa der schwefelsiure- 
haltige EHisessig allein eine Umwandlung bewirke, wurde eine 
gleiche Lésung 3 Stunden lang auf 50° erhitzt. Es zeigte 
sich, da8 das Himatoporphyrin danach in seinem spektralen 
Verhalten unverindert war. Der elektrolytisch behandelte 
Farbstoff gab in Ather ein Spektrum, das dem des Meso- 
porphyrins auBerst ahnlich war. Beim Vergleich mit einer 
reinen Mesoporphyrinlésung zeigte sich aber deutlich eine Lage- 
verschiedenheit, die mit dem genau justierten Schummschen 
Gitterspektrometer auch zahlenmabBig feststellbar war. 

Danach ist ein Stoff entstanden, der sich sowohl vom 
Ausgangsprodukt als auch vom Mesoporphyrin und vom Hamo- 
porphyrin in seinem spektralen Verhalten deutlich unterscheidet. 
Nach unseren Erfahrungen iiber die Spektralreaktionen ver- 
schiedener Porphyrine glaube ich berechtigt zu sein, lediglich 
auf Grund dieser Versuchsergebnisse, d.h. ohne weitere rein 
chemische Untersuchung das erhaltene Porphyrin als ein neues, 
bis jetzt nicht beschriebenes chemisches Individuum an- 
zusprechen.?) Ich méchte es vorliufig als Oxymesoporphyrin 


1) Vgl. H. Fischer, Erg. d. Physiol. Bd. 15, S. 227 (1916). 

2) Vielleicht hat O. Schumm [Diese Zs. Bd. 147, 8. 184 (1925)] bei 
seinen Faulnisversuchen diesen Stoff bereits in Hinden gehabt. Z. B. 
zeigen die auf 8, 214 angegebenen Spektra: I. 624,1; Il. sehr zart 
5972/,; III. 568,6; IV. 5380; V. angenihert 498, in n/10-KOH: I. 623,5; 
Il. 567'/,; Ill. 587; IV. 504 mit den nebenstehend angegebenen recht 

ute Ubereinstimmung. 











pezeichnen. Die nihere Untersuchung, im besonderen im bezug 
auf die durch den Namen zum Ausdruck gebrachte Stellung 
zum Mesoporphyrin wird in Angriff genommen werden, sobald 
geniigende Mengen von dem Stoff vorliegen. Auf die Griinde, 
die mich zu diesem Namen gefiihrt haben, komme ich weiter 
unten zu sprechen. 
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Durch Elektrohydrierung 
aus Himatoporphyrin 
entstandenes Porphyrin 


(,,Oxymesoporphyrin“) 


Mesoporphyrin 




















Ather I. 623,8 I. 623,3 
II. 568,5 II. 567,9 
5 IIIa. 530,5 Illa. 530,1 
IIIb. 525,5 IIIb. 525,0 
IV. 496,0 IV. 495,0 
Chloroform I. 621,7 I. 621,0 
II. 566,8 II. 565,9 
III. 534,0 III. 583,0 
IV. 500,0 IV. 498,5 

n/10-KOH I. 6281/, 4) I. 629 

Il. etwa 570 Ila. 584 

IIb. 574 

Ill. 536 Illa. 550 

IV. 504 IIIb. 526 

25°, HCl I. 594,38 I. 593,0 
III. 550,8 Ill. 549,8 

Fe-Verbindung I. 547,6 I. 547,0 
in Pyridin und Il. 518,8 II. 518,0 


Hydrazinhydrat 





) In n/10-Kalilauge wurden wechselnde Spektra beobachtet, wieder- 
holt neben dem oben angegebenen auch solche, die denen des Meso- 





Ill. Hamoporphyrin. 
Nach der Vorschrift von R. Willstatter und M. Fischer?) 
wurden mehrere Himoporphyrinpraparate dargestellt und an 
 ihnen eine genaue spektrometrische Untersuchung durchgefihrt. 
Die Spektra sind denen des Mesoporphyrins auferordentlich 


porphyrins sehr Shnlich waren. 





2) R. Willstatter u. M. Fischer, a. a, O. 
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ahnlich, so daB eine wirklich tiberzeugende spektroskopische 
Unterscheidung von diesem, zumal auch Himoporphyrin nicht 
unléslich in Chloroform ist, nur mit feinsten Apparaten und 
bei unmitielbarer Vergleichung mit notorischem Mesoporphyrin 
méglich erscheint. Die Differenzen zwischen wirklich gut be- 
stimmbaren Banden der beiden Farbstoffe bewegen sich um 
etwa '/, wu. Somit lassen sich immerhin an reinen Priparaten, 
unter Anwendung gréBter Sorgfalt, bei wirklicher Beherrschung 
der Technik (beziiglich Beleuchtung, Konzentration usw.) Werte 
feststellen, die eine Unterscheidung nicht ausgeschlossen machen. 



































nee Mesoporphyrin | Hiamoporphyrin 
Ather I, 624,7 I. 623,38 I. 622,8 
II. 569,0 II. 567,9 II. 567,0 
Ill. 531,5 | Illa. 580,1 Illa. 529,8 
IIIb. 525,0 Ill b. 524,5 
IV. 497,0 IV. 495 IV. 494,6 
Chloroform Sie I. 621,0 I. 620,8 
— II. 565,9 II. 565,4 
se III. 538,0 III. 582,7 
= IV. 498,5 IV. 498,0 
n/10-KOH I. 618,5 I. 629 (617) I. 628,2 (616,1) 
IT, 566,0 Ila. 584 IIa. 573,6 
IIb. 574 IIb. 562,1 
III. 541,0 | IIIa. 548 III. 536 
IIIb. 526,5 
IV. 504,0 IV. 506,5 IV. 505 ') 
25°, HCl I. 595,8 I. 598,0 I. 593,0 
III. 552,0 III. 549,8 III. 549,6 





Fe-Verbindung 
in Pyridin und 


IT. 518,0 Il. 517,1 
Hydrazinhydrat : ’ 





I. 549,0 | L. 547,0 | L. 546,7 


Seltsamerweise liegen die Spektra des Himoporphyrins 
weiter blauwirts als die des Mesoporphyrins, wahrend man 





1) Den von H. Fischer angegebenen Blaustreifen habe ich nicht 
beobachtet. Es diirfte sich um einen ,,Zersetzungsstreifen“ handeln. 
Vgl. O. Schumm, Diese Zs. Bd. 90, S. 1 (1914). 
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aus seinem itibrigen Verhalten, nach dem es offenbar zwischen 
Hamato- und Mesoporphyrin steht, erwarten sollte, daB dieses 
auch in seinen spektralen Kigenschaften zum Ausdruck kommt. 

Da das Hamoporphyrin in Chloroform weniger léslich ist 
als Mesoporphyrin, so wird man es vorkommendenfalls durch 
Ausschiitteln seiner Lésung in Salzsaiure mit Chloroform ziem- 
lich vollstandig von Mesoporphyrin befreien kénoen. Kon- 
zentrationen von etwa 5—15°/, HCl scheinen dazu am giinstig- 
sten zu sein, da dann das Mesoporphyrin bei 2—3 maligem 
Ausschitteln mit Chloroform praktisch vollstindig der Salz- 
siure entzogen ist. Bei 20 oder 25°/, HCl-Gehalt geht auch 
Mesoporphyrin nur unvollkommen in Chloroform. 

Wie oben fiir die Himaterinsiure angegeben, wurde auch 
Haimoporphyrin elektrochemisch hydriert (2 Stunden, 12 Volt, 
0,8 Amp.). Uber Ather wurde der Farbstoff in 5°/, Salzsiure 
gebracht und diese mit Chloroform ausgeschiittelt. Das siure- 
frei gewaschene Chloroform zeigte folgendes, offenbar dem 
Mesoporphyrin zugehérige Spektrum: 

I. 621,0; II. 565,9; IIL. 528,4; IV. 499,2. 


Das Chloroform wurde verdampft, der Riickstand in His- 
essig~Ather gelést, und der Ather essigsiurefrei gewaschen. 
Spektrum des Athers: 


L 623,3; Il. 567,5; Illa. 580,2; IIIb. 524,9; IV. 494,8. 


Darauf wurde diese Atherlésung mit einer Hamoporphyrin- 
lésung gleicher Konzentration mit mebreren unserer Gitter- 
spektrometer, von verschiedenen Beobachtern (u. a. von Prof. 
Schumm persénlich) vergleichend gepriift, wobei sich eine 
deutlich wahrnehmbare Verschiebung nach Rot bei der zu 
Mesoporphyrin umgewandelten Farbstofflésung zeigte. 

Die Atherische Mesoporphyrinlésung wurde verdampft und 
der Riickstand in n/10-KOH gelést. Diese zeigt ebenfalls 
typisches Mesoporphyrinspektrum: 

I, 629,2; Ila. 583,9; Ib. 578,5; III. 526,3. 


Die Fe-Verbindung, in Pyridin mit Hydrazinhydrat redu- 
alert, zeigte das Spektrum: - 
I. 547,2; IL. 518,0. 


ce 

‘2 
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Die Cu-Verbindung unter den gleichen Bedingungen: 
I. 563,8; IL etwa 525%/,. 

Die Cu-Verbindung des Himoporphyrins unter den gleichen 

Bedingungen: 

I. 562,6; IL. etwa 525%/». 
Mehrere Wiederholungen des Versuchs fiihrten zu demselben 
Ergebnis. , 

Damit dirfte die Umwandlung von Hamopor- 
phyrin in Mesoporphyrin bzw. in ein von diesem 
spektroskopisch nicht unterscheidbares Porphyrin er- 
wiesen sein. 


IV. Katalytische Hydrierung der Hamaterindicarbonsiure. 

Da die nach Skitas*) Vorschrift mit Gummi arabicum 
hergestellte Palladiumlésung auch in stark saurer Lisung ver- 
wendbar ist, habe ich die katalytische Hydrierung in Eis- 
essiglésung durchgefiihrt, wobei in 4 Stunden eine Menge von 
5 mg in etwa 80 ccm Hisessig mit 5 ccm Pd-Liésung voll- 
stindig in Mesoporphyrin umgewandelt wird. Nach Ablauf 
dieser Zeit wird der Farbstoff in Ather gebracht. Spektrum: 


I. 623,4; IL. 568,0; Illa. 580,1; IIb. 525,2; IV. 495,38. 
Spektrum in 25°/,iger HCl: 
I. 593,2; III. 549,8. 
Spektrum in Chloroform: 
I. 621,2; II. 565,7; ILL. 533,2; IV. 498,6. 
Spektrum in n/10-KOH: 
I. 628,8; Ila. 583,9; ILb. 573,7; Illa. schwach 550,1; IIIb. 526,7. 
Fe-Verbindung in Pyridin: : 
I. 547,1; Il. 518,0. 





1) Skita, Chem. Ber. Bd. 44, S. 2863 (1911), zit. nach R. Stoermer, 
Oxydation und Reduktion, in Abderhaldens Handbuch der biolog. 
Arbeitsmethoden, Abt. I, Teil 2, Heft 1. Darstellung der Palladium- 
lésung: Man lést 0,1—0,2 g PdCl, und ebensoviel Gummi arabicum in 
10—20 com Wasser, erhitzt und leitet in die wieder erkaltende Lisung 
Wasserstof€ ein, der vorher mit Permanganat und Kalilauge gewaschen 
wird. Nach kurzer Zeit erfolgt die Bildung der schwarzen, kolloidalen 
Palladiumlésung. 
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V. Katalytische Hydrierung von Hamatoporphyrin-Nencki. 

Himatoporphyrin-Nencki wurde in derselben Weise 4 Stdn. 
behandelt. Der Farbstoff wurde darauf in Ather gebracht, 
daraus in 5°/,Salzséure und diese mit Chloroform ausgeschiittelt. 
Dabei ging ein groBer Teil des Farbstoffs in das Chloroform. 
Das siurefrei gewaschene Chloroform zeigte folgendes Spektrum: 

I. 621,7; IL. 566,7; III. 534,4; IV. 500,4. 
Das Chloroform wurde verdampft und der Riickstand in n/10- 
Kalilauge gelést; Spektrum: 
I. 623,4 (Max. rotwirts); II. 570,7; IIL 587,2; IV. 508,8. 
Aus der Kalilauge essigsauer in Ather. Spektrum des saure- 
frei gewaschenen Athers: 
I. 623,8; II. 568; Ia. 530,2; IIIb. 525; IV. 497. 
Aus dem Ather in 25°/,ige HCl. Spektrum: 
I. 594,5; III. 551,2. 

Die Wiederholung des Versuchs bei 5%/, stiindiger Dauer 
hatte das gleiche Ergebnis. Wieder war der gréBte Teil des 
Farbstofis in Chloroform léslich geworden und zeigte wiederum 
das gleiche von dem des Mesoporphyrins abweichende Spektrum: 
I. 622,1; II. 567,0; III. 583,9 (Doppelstreifen mit Max. a) auf 536,8; 
b) 531,7); IV. 500. 

Auch hier wurde ein reines Mesoporphyrin in Chloroform 
zum Vergleich gleichzeitig beobachtet. Es ergab sich eine 
deutliche Abweichung. Der Chloroformriickstand wurde in 
n/10-Kalilauge gelést und zeigte dann folgendes Spektrum: 

I. Doppelstreifen: a) 623,4; b) 616,2; Aufhellung dazwischen 619,6; 

II. Doppelstreifen: a) 569,6; b) 562,0; III. 536,0; IV. 503,0. 

Auch hier ist die gleiche Umwandlung in das 
,Oxymesoporphyrin“ erfolgt, was mir ein endgiltiger, 
zwingender Beweis fiir das Vorhandensein wenigstens 
einer Doppelbindung in den OH-tragenden Seiten- 
ketten des Himatoporphyrins zu sein scheint. 


VI. Katalytische Hydrierung von Hamoporphyrin. 
Wie oben angegeben, wurde auch Himoporphyrin kata- 
lytisch hydriert. Das dabei entstandene Porphyrin zeigte 
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Die Cu-Verbindung unter den gleichen Bedingungen: 
I. 563,8; IL. etwa 5254/,. 
Die Cu-Verbindung des Himoporphyrins unter den gleichen 
Bedingungen: 
I. 562,6; Il. etwa 525'/,. 
Mehrere Wiederholungen des Versuchs fiihrten zu demselben 
Ergebnis. | | 
Damit dirfte die Umwandlung von Hamopor- 
phyrin in Mesoporphyrin bzw. in ein von diesem 
spektroskopisch nicht unterscheidbares Porphyrin er- 
wiesen sein. 


IV. Katalytische Hydrierung der Himaterindicarbonsdure. 

Da die nach Skitas*) Vorschrift mit Gummi arabicum 
hergestellte Palladiumlésung auch in stark saurer Lisung ver- 
wendbar ist, habe ich die katalytische Hydrierung in Eis- 
essiglésung durchgefiihrt, wobei in 4 Stunden eine Menge von 
5 mg in etwa 80 ccm Kisessig mit 5 com Pd-Lésung voll- 
stindig in Mesoporphyrin umgewandelt wird. Nach Ablauf 
dieser Zeit wird der Farbstoff in Ather gebracht. Spektrum: 


I. 623,4; IL 568,0; Illa. 530,1; Ib. 525,2; IV. 495,8. 
Spektrum in 25°/,iger HCl: 
L 593,2; III. 549,8. 
Spektrum in Chloroform: 
I. 621,2; IL. 565,7; ILL. 538,2; IV. 498,6. 
Spektrum in n/10-KOH: “ | 
I. 628,8; Ila. 583,9; ILb. 573,7; Illa. sehwach 550,1; IIIb. 526,7. 
Fe-Verbindung in Pyridin: | 
I. 547,1; I. 518,0. 





1) Skita, Chem. Ber. Bd. 44, 8. 2863 (1911), zit. nach R. Stoermer, 
Oxydation und Reduktion, in Abderhaldens Handbuch der biolog. 
Arbeitsmethoden, Abt. I, Teil 2, Heft 1. Darstellung der Palladium- 
lésung: Man lést 0,1—0,2 g PdCl, und ebensoviel Gummi arabicum in 
10—20 cem Wasser, erhitzt und leitet in die wieder erkaitende Liésung 
Wasserstoff ein, der vorher mit Permanganat und Kalilauge gewaschen 
wird. Nach kurzer Zeit erfolgt die Bildung der schwarzen, kolloidalen 
Palladiumlésung. 
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V. Katalytische Hydrierung von Himatoporphyrin-Nencki. 

Himatoporphyrin-Nencki wurde in derselben Weise 4 Stdn. 
behandelt. Der Farbstoff wurde darauf in Ather gebracht, 
daraus in 5°/, Salzsiure und diese mit Chloroform ausgeschiittelt. 
Dabei ging ein groBer Teil des Farbstoffs in das Chloroform. 
Das séurefrei gewaschene Chloroform zeigte folgendes Spektrum: 

I. 621,7; IL 566,7; Ill. 584,4; IV. 500,4. 
Das Chloroform wurde verdampft und der Riickstand in n/10- 
Kalilauge gelist; Spektrum: 
I. 628,4 (Max. rotwirts); IJ. 570,7; IIL 537,2; IV. 503.8. 
Aus der Kalilauge essigsauer in Ather. Spektrum des siure- 
frei gewaschenen Athers: 
I. 628,8; II. 568; IIIa. 530,2; IILb. 525; IV. 497. 
Aus dem Ather in 25°/,ige HCl. Spektrum: 
I. 594,5; III. 551,2. 

Die Wiederholung des Versuchs bei 5/, stiindiger Dauer 
hatte das gleiche Ergebnis. Wieder war der gré8te Teil des 
Farbstoffs in Chloroform léslich geworden und zeigte wiederum 
das gleiche von dem des Mesoporphyrins abweichende Spektrum: 

I. 622,1; II. 567,0; IIL. 583,9 (Doppelstreifen mit Max. a) auf 536,3; 
b) 581,7); IV. 500. 

Auch hier wurde ein reines Mesoporphyrin in Chloroform 
zum Vergleich gleichzeitig beobachtet. Es ergab sich eine 
deutliche Abweichung. Der Chloroformriickstand wurde in 
n/10-Kalilauge gelést und zeigte dann folgendes Spektrum: 

I. Doppelstreifen: a) 623,4; b) 616,2; Aufhellung dazwischen 619,6; 

II. Doppelstreifen: a) 569,6; b) 562,0; IIL 536,0; IV. 503,0. 

Auch hier ist die gleiche Umwandlung in das 
,Oxymesoporphyrin“ erfolgt, was mir ein endgiiltiger, 
zwingender Beweis fiir das Vorhandensein wenigstens 
einer Doppelbindung in den OH-tragenden Seiten- 
ketten des Hamatoporphyrins zu sein scheint. 


VI. Katalytische Hydrierung von Hamoporphyrin. 
Wie oben angegeben, wurde auch Himoporphyrin kata- 
lytisch hydriert. Das dabei entstandene Porphyrin zeigte 
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wiederum alle Eigenschaften des Mesoporphyrins. Fir die 
Spektra wurden folgende Zahlen ermittelt. Ather: 


I. 628,4; IL. 567,9; Illa. 530,8; IIIb. 525,1; IV. 496. 


Auch hier wurde mit mehreren unserer Gitterspektrometer 
gleichzeitig eine atherische Haimoporphyrinlésung beobachtet, 
wobei sich wieder deutlich die Lageverschiebung zeigte. 
Spektrum in Chloroform: 
I. 621,0; IT. 565,9; TIT. 533,1; IV. 499,4. 
Spektrum in n/10-KOH: : 
I. 628,6; Ila. 584,5; IIb. 578,9; III. 527,6. 


Spektrum in 25°/,iger HCl: 
I. 593,2; III. 549,9. 


Da auch bei der katalytischen Hydrierung ein- 
deutig die Bildung von Mesoporphyrin festgestellt 
wurde, so diirfte auch fir Himoporphyrin der Besitz 
wenigstens einer ungesdttigten Seitenkette unmittel- 
bar bewiesen sein. 

Diese Versuche haben gezeigt, daB die untersuchten Por- 
phyrine, d. h. das ,,a@-Porphyroidin* (= Haimaterindicarbon- 
siure), das Himatoporphyrin-Nencki und das Hamoporphyrin- 
Willstatter in saurer Lésung Wasserstoff addieren kénnen, 
wobei andere Porphyrine entstehen. 

Fiir die Hamaterinsiure ist diese Fahigkeit schon friiher 
von K. Bonath und mir?) festgestellt; wir wurden erst durch 
den Ausfall der Hydrierungsversuche, wie durch das absorptive 
Verhalten ihrer komplexen Kisenverbindung dazu geleitet, das 
»@-Porphyroidin* als Hamaterindicarbonsiure anzusprechen, 
die ja nach Kiisters*) Definition die lediglich enteisente 
prosthetische Gruppe des Blutfarbstoffs ist. 

Mit dem Nachweis der Hydrierbarkeit des Hamatopor- 
phyrins, wobei Umwandlung in ein dem Mesoporphyrin ahn- 
liches Porphyrin stattfindet, ist nun zum ersten Male der Be- 
weis fir die Anwesenheit wenigstens einer ungesittigten Seiten- 





1) A. Papendieck u. K. Bonath, a. a. O. , 
*®) W. Kister, Diese Zs. Bd. 86, 8. 185 (1919). 
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| kette im Hamatoporphyrin erbracht. Da, wie ich oben aus- 
gefihrt, die Willstatterschen Athinbriicken im Hamin auf 
Grund von Kiisters Versuchen ihre Daseinsberechtigung ver- 
loren haben, und nun an Stelle dieser Briicken Vinyle gesetzt 
wurden, war die Folge, daS dann im Hamatoporphyrin Oxy- 
) athyle auftraten, d.h. gesittigte Seitenketten. H. Fischer 

| nimmt ja allerdings weiterhin eine Oxyvinylgruppe im Hamato- 

porphyrin an und kommt dadurch zu der Annahme der Acetylen- 

| gruppe in der Himaterinsiure. 


Nach den Ergebnissen meiner Hamatoporphyrin-Hydrie- , 
rungsversuche, bei denen sich das Ungesittigtsein einer Seiten- 
kette zeigte, scheint die Annahme der Acetylengruppe berech- 
tigt zu sein, Damit ergibe sich aber (bei Annahme einer 
Acetylengruppe) gegeniiber der bislang von Kiister’) vertretenen 
Haminformel C,,H,.N,O,FeCl ein Mindergehalt von 2 H-Atomen, 
und da eine Umlagerung im Molekiil beim Ubergang von der 
Himaterinsiure zum Mesoporphyrin wenigstens bei der kata- 
lytischen Hydrierung ausgeschlossen erscheint, so enthielte 
dann das Mesoporphyrin 6 H-Atome mehr: 


» ++» Py*)}—C=CH - -» Py—CH,—CH, 
. +. Py—CH=CH, - - » Py—CH,—CH, 
Cs4H,,0.N, C5, Hy,0.N, 
Himaterinsiure Mesoporphyrin 


Ich bin zurzeit damit beschiftigt, die katalytische Hydrie- 
rung der Porphyrine zu Mesoporphyrin und vom Mesoporphyrin 
zu Mesoporphyrinogen in bezug auf den Wasserstoffverbrauch 
quantitativ zu verfolgen und dabei nach Méglichkeit zu ent- 
scheiden, ob tatsaichlich 6 H-Atome bei der Umwandlung der 
Haimaterinsiure zum Mesoporphyrin aufgenommen werden.) 


Auf Grund der Ergebnisse des oxydativen Abbaus des 





1) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 82, S, 468 (1912). 

*) Py = ,,Pyrrol“-Ring. 

) Kiirzlich hat Kiister [Diese Zs. Bd. 141, S. 291 (1924)] an Mono- 
methylhimin Chlor addiert, und zwar sind nach den Analysen 5 Atome 
in 1 Mol. des Hiamins getreten. Da 1 Cl-Atom leicht abspaltbar war, 
nimmt Kiister fir dieses eine Sonderstellung ein. 
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wiederum alle Higenschaften des Mesoporphyrins. Fir die 
Spektra wurden folgende Zahlen ermittelt. Ather: 
I. 628,4; II. 567,9; Ila. 530,38; IIb. 525,1; IV. 496. 
Auch hier wurde mit mehreren unserer Gitterspektrometer 
gleichzeitig eine atherische Himoporphyrinlésung beobachtet, 
wobei sich wieder deutlich die Lageverschiebung zeigte. 
Spektrum in Chloroform: 


I. 621,0; II. 565,9; III. 538,1; IV. 499,4. 
Spektrum in n/10-KOH: 
I. 628,6; Ila. 584,5; ILb. 578,9; III. 527,6. 
Spektrum in 25°/,iger HCl: 
I. 593,2; III. 549,9. 


Da auch bei der katalytischen Hydrierung ein- 


deutig die Bildung von Mesoporphyrin festgestellt | 


wurde, so dirfte auch fir Himoporphyrin der Besitz 
wenigstens einer ungesdttigten Seitenkette unmittel- 
bar bewiesen sein. 

Diese Versuche haben gezeigt, daB die untersuchten Por- 
phyrine, d.h. das ,,@-Porphyroidin“ (= Haimaterindicarbon- 
siure), das Himatoporphyrin-Nencki und das Hamoporphyrin- 
Willstitter in saurer Lésung Wasserstoff addieren kénnen, 
wobei andere Porphyrine entstehen. 

Fiir die Hamaterinsiure ist diese Fahigkeit schon friiher 
von K. Bonath und mir?) festgestellt; wir wurden erst durch 
den Ausfall der Hydrierungsversuche, wie durch das absorptive 
Verhalten ihrer komplexen Eisenverbindung dazu geleitet, das 
,@-Porphyroidin* als Hiamaterindicarbonsiure anzusprechen, 
die ja nach Kiisters*) Definition die lediglich enteisente 
prosthetische Gruppe des Blutfarbstoffs ist. 

Mit dem Nachweis der Hydrierbarkeit des Himatopor- 
phyrins, wobei Umwandlung in ein dem Mesoporphyrin ahn- 
liches Porphyrin stattfindet, ist nun zum ersten Male der Be- 
weis fiir die Anwesenheit wenigstens einer ungesittigten Seiten- 





*) A. Papendieck u. K. Bonath, a. a. O. 
*) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 86, S. 185 (1918). 
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kette im Hamatoporphyrin erbracht, Da, wie ich oben aus- 
gefihrt, die Willstatterschen Athinbriicken im Hamin auf 
Grund von Kiisters Versuchen ihre Daseinsberechtigung ver- 
) loren haben, und nun an Stelle dieser Briicken Vinyle gesetzt 
wurden, war die Folge, daB dann im Himatoporphyrin Oxy- 
athyle auftraten, d.h. gesittigte Seitenketten. H. Fischer 
nimmt ja allerdings weiterhin eine Oxyvinylgruppe im Himato- 
© porphyrin an und kommt dadurch zu der Annahme der Acetylen- 
) gruppe in der Himaterinsiure. 


Nach den Ergebnissen meiner Haimatoporphyrin-Hydrie- 
> rungsversuche, bei denen sich das Ungesittigtsein einer Seiten- 
> kette zeigte, scheint die Annahme der Acetylengruppe berech- 
tigs zu sein. Damit ergibe sich aber (bei Annahme einer 
» Acetylengruppe) gegeniiber der bislang von Kiister') vertretenen 
> Haminformel C,,H,,N,O,FeCl ein Mindergehalt von 2 H-Atomen, 
und da eine Umlagerung im Molekiil beim Ubergang von der 
Hamaterinsiiure zum Mesoporphyrin wenigstens bei der kata- 
lytischen Hydrierung ausgeschlossen erscheint, so enthielte 
dann das Mesoporphyrin 6 H-Atome mehr: 


+++ Py*)}—C=CH - +» Py—CH,—CH, 
-+»Py—CH=CH, - - « Py—-CH,—CH, 
Cy.Hs,0,N, CopHyeO.N, 
Hamaterinsiure Mesoporphyrin 


Ich bin zurzeit damit beschaftigt, die katalytische Hydrie- 
rung der Porphyrine zu Mesoporphyrin und vom Mesoporphyrin 
zu Mesoporphyrinogen in bezug auf den Wasserstoffverbrauch 
quantitativ zu verfolgen und dabei nach Méglichkeit zu ent- 
scheiden, ob tatsaichlich 6 H-Atome bei der Umwandlung der 
Hamaterinsiure zum Mesoporphyrin aufgenommen werden.*) 


Auf Grund der Ergebnisse des oxydativen Abbaus des 





1) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 82, 8, 468 (1912). 

) Py = ,,Pyrrol“-Ring. | 

8) Kiirzlich hat Kiister [Diese Zs. Bd. 141, §. 291 (1924)] an Mono- 
methylhimin Chlor addiert, und zwar sind nach den Analysen 5 Atome 
in 1 Mol. des Himins getreten. Da 1 Cl-Atom leicht abspaltbar war, 
| nimmt Kiister fir dieses eine Sonderstellung ein. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie}* CLII. 16 
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Dibrom -Himatoporphyrin-dimethylithers lehnt W. Kister’) 
die von H, Fischer eingefiihrte Formulierung der Seitenketten 
ab. Er ist ebenfalls der Ansicht, daB die Haminseitenketten 
weniger Wasserstoff enthalten miissen, als durch den Wert 


C,H,, d. h. durch 2 Vinyle zum Ausdruck gebracht wird, meint 


aber, ,daS von den je 2 Kohlenstoffatomen der Gruppen C,H, 


zwei miteinander verbunden sind“ und kommt zu folgendem [ 


Bild: 
.. . Py—C=CH, 


... Py—CH=—CH. 


Unter Zugrundelegung der einen oder anderen Formu- | 
herung wiirden dann dem Hamatoporphyriu folgende Seiten- | 


ketten zuzuschreiben sein, wobei vorlaufig beide Hydroxylgruppen 
willkirlich als primare angegeben sind: 

ss ¢ Py—CH=CHOH 

. «-Py—CH,—CH,0H. 


Das entspriche unter Zugrundelegung von C,,H,,0,N, fir [| 
die Himaterinsiure der empirischen Formel C,,H,,0,N, fir [7 
das Himatoporphyrin, die ja Kiister schon 1913 auf Grund [7 
seiner Elementaranalysen fiir wahrscheinlich hielt, wenn er auch | 
spiterhin immer die um 2 H-Atome reichere angibt. Endlich | 
wire dann das Hamoporphyrin in folgender Weise gekenn- |” 


zeichnet: 
- -«Py—CH=CH, 
: + « Py—CH,—CH, 
Og. HeeO.Ny 
Hamoporphyrin. 


Diesem mit allem Vorbehalt aufgestellten System wiirde 


sich dann auch das von mir oben als ,Oxymesoporphyrin“ 
bezeichnete Hydrierangsprodukt einreihen lassen: 
. » »Py—CH,—CH,OH 
»- »Py—CH, —CiH,0H 
C,H O,N, 
»,Oxymesoporphyrin“. 





1) W. Kiister und W. Hee8, Chem. Ber, Bd. 58, S. 1022 (1925); 
W. Kiister, Chem. Ber. Bd. 58, S. 2851 (1925). 
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Die Stellung der OH-Gruppen ist auch hier willkiirlich 
angenommen. — Damit glaube ich auch die Berechtigung der 
Kiisterschen Anschauung dargelegt zu haben, wonach sich 
Hamin und die aus ihm dargestellten Porphyrine tatsichlich 
auf die gemeinsame Grundsubstanz Himaterin zuriickfiihren 
lassen. 

Selbstverstindlich sind noch weitere experimentelle Belege 
néotig, um iiber die Giiltigkeit der von mir ausgesprochenen 
Anschauung zu entscheiden. 

Ich hoffe iiber die Ergebnisse der weiteren Bearbeitung, 
besonders itiber die in Angriff genommene quantitative Hydrie- 
rung demniachst berichten zu kénnen. 
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EiweiSchemie III.') Zur Konstitution der EiweiSkérper.”) 


Von 


Percy Brig] und Robert Held. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus der Landesversuchsanstalt f. landw. Chemie an der landw. Hochschule Hohenheim.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5, Dezember 1925.) 





Durch die EiweiBchemie der letzten Jahre geht das Be- 
streben, neben, teilweise auch an Stelle der Polypeptidbindung 
E. Fischers andere Verkniipfungsmdglichkeiten der Amino- 
siuren zu setzen und ihre eventuelle Gegenwart im Eiweif 
zu beweisen. Sieht man von dem an sich geistvollen Gedanken 
Troensegaards') ab, dessen experimentelle Beweise fiir die 
angenommenen Pyrrolringe im Eiwei® recht lickenhaft ge- 
blieben sind, so waren noch anzufihren die Oxazolinringe und 
Oxazolringe Bergmanns‘) und Karrers®) und die Diketo- 
piperazinringe. Die so auBerordentlich wandlungsfihigen Ox- 
azolinringe werden vielleicht eines Tages dazu dienen kénnen, 
feinere strukturelle Umwandlung im EiweiBmolekiil zu erkliren, 
bisher ist es aber, gerade wegen ihrer Reaktionsfahigkeit, noch 





1) I. Mitteilung: P. Brig), Chem. Ber. Bd. 56, S. 1887 (1923). — 
II. Mitteilung: P. Brig] u. E. Klenk, Diese Zs. Bd. 181, S. 66 (1928). 

*) Vorgetragen auf der Tagung der Chemiedozenten von Siidwest- 
deutschland in Basel am 17. X. 1925. : | 

5) Troensegaard, Diese Zs. Bd. 112, S. 86 (1921); Bd. 127, S. 137 
(1928); Bd. 180, S. 84 (1928). 

*) Bergmann, Naturwissenschaften Bd. 12, 8. 1156 (1924); Diese 
Zs. Bd. 148, 8. 108 (1925) (Literatur). 

5) Karrer, Grinacher u. Schlosser, Hely. chim. acta Bd. 6, 
S. 1108 (1928); Bd. 7, S. 768 (1924). 
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nicht méglich gewesen, so eindeutige Reaktionen ftir sie auf- 
zufinden, daB sich damit ihre Gegenwart im EiweiSmolekil 
hatte beweisen lassen. 

So bleibt weiter die Méglichkeit des Vorkommens von 
Diketopiperazinringen im Protein. Schon Emil Fischer?) hat 
die Frage diskutiert, sie aber offen gelassen, ebenso in friitheren 
Jahren gelegentlich auch Abderhalden.”) R. O. Herzog’) 
wurde dann durch das Réntgendiagramm der Seide dazu ge- 
fihrt, die Frage zu erértern, ob das HiweiB nicht aus einer 
Reihe von verhaltnismaBig niedrig molekularen Diketopiperazin- 
ringen bestehen kénnte, die ihrerseits durch Nebenvalenzen 
zusammengehalten seien. In den letzten Jahren verficht nun 
Abderhalden*) diesen Gedanken mit vieler Wairme. Noch 
etwas weiter gehen zwei russische Autoren, Ssadikoff und 
Zelinsky®), die Diketopiperazinringe tiberhaupt an Stelle der 
Polypeptidketten E. Fischers setzen wollten. Die SchluB- 
folgerungen der russischen Autoren waren, wie der eine von 
uns zeigte®’), und Abderhalden’) dann an umfangreicherem 
Material bestatigte, deshalb ohne Beweiskraft, weil die zahl- 
reichen Diketopiperazine, die Ssadikoff und Zelinsky bei 
der EKiweifspaltung erhalten hatten, sehr wohl Kunstprodukte 
sein konnten, entstanden aus urspriinglich vorhandenen Poly- 
peptiden. Abderhalden mahnt daher mit vollem Recht zur 
héchsten Skepsis, wenn man aus der Isolierung von Diketo- 





1) E. Fischer, Untersuchungen tiber Aminosiiuren, Polypeptide 
und Proteine 8. 80, Berlin 1906. | 

*) E. Abderhalden, Lehrbuch der physiol. Chem. 1.—5. Aufl, 
Berlin-Wien 1906—1928. 

*) R. O. Herzog u. Janke, Chem. Ber. Bd. 53, S. 2162 (1920); 
R. 0. Herzog, Naturwissenschaften Bd. 11, §. 172 (1923); R. Brill, 
Liebigs Ann. der Chem. Bd. 434, S. 204 (1928). 

4) E. Abderhalden, Naturwissenschaften Bd. 12, S. 716 (1924); 
Diese Zs. Bd. 182 ff. (1924); Literatur bei Abderhalden, Chem. Ber. 
Bd. 58, S. 1821 (1925). 

6) Biochem. Zs. Bd. 136, 8. 241 (1923); Bd. 147, S. 30 (1924). 

*) Brigl, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1887 (1928). 

") Abderhalden u. Komm, Diese Zs. Bd. 184, 8. 121 (1924); 
Bd. 189, S. 147 (1924). 
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piperazinen bei EiweiBspaltungen Schliisse ziehen will auf ihr 
urspriingliches Vorhandensein im LEiweiBmolekiil. Wie be- 
rechtigt diese Mahnung ist, ergibt sich aus einer kiirzlich 
erschienenen japanischen Arbeit’), in der EiweiB mit Glycerin 
10 Stunden bei 180--190° behandelt wird. Aus dem Auftreten 
von gréBeren Mengen an Diketopiperazinen wird geschlossen, 
daB sie primaire Spaltprodukte seien und die Reaktion als 
eine Depolymerisation des EiweiBes gedeutet. Man braucht 
aber nur geeignete Polypeptide — der Versuch wurde mit 
Glycylglycin gemacht — kiirzere Zeit ebenso zu behandeln, 
um glatten Ubergang in Diketopiperazin zu erzielen. Die 
genauere Mitteilung dieser Versuche eriibrigt sich, da inzwischen 
schon eine Arbeit von Abderhalden und Schwab?) erschie- 
nen ist, die diese Glycerinreaktion niaher studiert und zahl- 
reiche derartige Ringschliisse aus offenen Polypeptidketten 
beschreibt. 


Wenn aber nun Abderhalden trotz seiner eigenen 
Mahnung zur Skepsis in der Deutung experimenteller Befunde 
an der Diketopiperazinstruktur des HiweiBes festhalt, so darf 
wohl einmal untersucht werden, wie es mit der Stichhaltigkeit 
der von ihm angefihrten Griinde steht. Abderhalden ver- 
gleicht EiweiB, Polypeptide und Diketopiperazine auf ihr Ver- 
halten bei gewissen Farbreaktionen, bei Oxydationen und Re- 
duktionen und glaubt paralleles Verhalten von EKiwei8 und 
Diketopiperazinen, abweichendes von Polypeptiden feststellen 
zu kénnen. Von den Farbreaktionen hat schon Bergmann’) 
gezeigt, daB sie nicht eindeutig sind, da Oxyaminosiurenderivate 
dabei genau so reagieren wie Diketopiperazine. Bei Oxy- 
dationen lieB sich Oxamid sowohl aus EiweiB wie aus Diketo- 
piperazinen fassen; Abderhalden*) hat aber selber konstatiert, 





1) K. Shibata, Acta phytochemica Bd. 2, S. 89 (1925). 
*) Abderhalden u. Schwab, Diese Zs. Bd. 148, S. 254 (1925). 


*)M. Bergmann, Naturwissenschaften Bd. 12, 8. 1156 (1924); 
M. Bergmann, A. Miekeley, F. Weinmann u, E. Kann, Diese Zs. 
Bd. 148, S. 108 u. 116 (1925). 


*) Abderhalden u. Komm, Diese Zs. Bd. 189, 8 . 150 (1924). 
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daB wenigstens ein Polypeptid, Glycylglycin, sich ebenso ver- 
hilt, so daB das Oxamid bei der EiweiBoxydation auch aus 
geeigneten Polypeptiden entstanden sein kann. Bleiben von 
Abderhaldens Beweisen die Reduktionsversuche. Dabei 
verhalten sich Polypeptide und Diketopiperazine in der Tat 
recht verschieden, nur letztere geben Piperazine. Da solche 
nun auch bei der analogen Reduktion von Eiwei8 erhalten 
worden sind, wire der Beweis schliissig, wenn nicht die ver 
wendeten EiweiSkérper in den zuerst beschriebenen Versuchen 
einer tagelangen Vorbehandlung mit 70°/,iger Schwefelsiure 
unterworfen worden wiren.') Abderhalden und Komm?) 
verneinen allerdiigs auf Grund von Versuchen mit Polypeptiden 
die Méglichkeit einer Bildung von Diketopiperazinen aus Poly- 
peptidketten durch Schwefelsiure, die Anwendung eines so 
energisch wirkenden Reagens wird aber zur Entscheidung feiner 
Strukturunterschiede immer bedenklich erscheinen. Diesem 
Kinwand trigt nun Abderhalden, der neuerdings iiberhaupt 
nicht mehr mit der fritheren Bestimmtheit fir die Diketo- 
piperazinstruktur der Proteine sich einsetzt, insofern Rechnung, 
als er in einer soeben erschienenen Arbeit mit Schwab’) auch 
Reduktionsversuche ohne diese Vorbehandlung teils ankiindigt, 
teils schon ausfiihrt. Die bisher geschilderten Reduktions- 
versuche sind mit Gelatine durchgefiihrt, wobei auch Piperazine 
bei direkter Reduktion erhiltlich waren. Gegen diesen Ver- 
such ist einzuwenden, da Gelatine kein natiirliches Produkt 
ist, sondern erst durch Druckhydrolyse aus dem Geriisteiwei8 
erhalten. DaS aber aus Polypeptiden auch beim Erhitzen mit 
Wasser allein unter Druck Diketopiperazine entstehen, haben 
Abderhalden und Komm‘) selber gezeigt. 

- Somit bleibt von den ganzen Beweisen fiir die Diketo- 
piperazinstruktur der EiweiBkérper kein einziger ibrig, der 
als wirklich eindeutig anzusprechen ist. Auch vorliufige Ver- 





1) Abderhalden u. W. Stix, Diese Zs. Bd. 182, S. 242 (1924); 
Abderhalden u. Schwab, ebenda Bd. 139, S. 174 (1924). 

2) Abderhalden u. Komm, Diese Zs. Bd. 139, 8. 150 (1924). 

8) Abderhalden u. Schwab, Diese Zs. Bd. 148, 8. 254 (1925). 

*) Abderhalden u. Komm, Diese Zs. Bd. 139, 8. 151 (1924), 
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suche von Goldschmidt und Steigerwald?) lassen sich 
nicht in diesem Sinne verwerten. Die beiden Autoren unter- 
suchten, wie sich Eiwei8 unter milden Bedingungen gegen 
Hypobromit verhielt. Es wurde rasch angegriffen, und zwar 
in etwa analogem Ausmab wie Diketopiperazine, wihrend auf 
der anderen Seite die eigentliche Polypeptidbindung’ viel 
resistenter war. Besetzten Goldschmidt und Steigerwald 
die sonst angreifbare endstindige Aminogruppe der Polypeptide 
mit Benzoyl, so blieb jede Einwirkung aus, Wiahlt man jedoch, 
wie weiter unten gezeigt werden soll, ein anderes Acyl, so 
werden auch offene Ketten angegriffen, so da8 die Hypobromit- 
reaktion kein Beweis fiir die Ringstruktur der Proteine ist. 


Bis hierher wire die Ringstruktur der Kiweifkérper zwar 
immer noch méglich, aber in keiner Weise bewiesen. Es lassen 
sich aber nun auch Griinde anfiihren,die dagegen sprechen. Auf 
einen haben noch neuerdings wieder Waldschmidt-Leitz 
und Schaffner?) aufmerksam gemacht, indem sie zeigten, daf 
keins der untersuchten Eiweiffermente Diketopiperazine an- 
greifen konnte, was man erwarten sollte, wenn der Diketo- 
piperazinring im Eiwei8 wirklich eine dominierende Rolle 
spielte. Hiergegen lieBe sich immerhin noch einwenden, dab 
es neben den iiblichen, auch bei diesen Fermentversuchen be- 
nutzten Diketopiperazinen auch noch isomere Formen gibt, 
die sich anders verhalten kénnten bei Fermentversuchen. 
Karrer und Grinacher’) haben Derivate einer tautomeren 
Enolform, eines Dihydro-dioxy-pyrazins isolieren kénnen, und 
Bergmann, Miekeley und Kann‘) haben unsere Kenntnisse 
bereichert um die wegen ihres ganzen Verhaltens sehr eigen- 
artigen Methylen-diketopiperazine. Bei diesen beiden Gruppen 





1) Goldschmidt u. Steigerwald, Chem. Ber. Bd. 58, 8. 1846 
(1925). 

*®) Waldschmidt-Leitz wu. Schiffner, Chem. Ber. Bd. 58, 
S. 1856 (1925). | 

’) Karrer, Grinacher u. Schlosser, Helv. chim. acta Bd. 6, 
S. 1108 (1928); Bd. 7, S. 768 (1924). 

*) Bergmann, Miekeley u. Kann, Liebigs Ann. der Chem. 
Bd. 445, S. 1 (1925). 
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von Anhydriden steht aber ein Beweis, daB sie fermentativ 
angreifbar sind, noch aus. 

Gegen jede Art von Anhydridstruktur im Sinne Abder- 
haldens laBt sich aber ein anderer Kinwand machen, auf den 
hier etwas genauer eingegangen werden soll, das ist die Ele- 
mentarzusammensetzung der KiweiBkérper. Zwar ist es, wenn 
man vielleicht von den Protaminen absieht, bei dem heutigen 
Stande unserer Kenntnisse ein aussichtsloses Unternehmen, mit 
KiweiBformeln zu arbeiten, aber man kann die Betrachtungs- 
weise dadurch vereinfachen und iibersichtlicher machen, da8 
man nur das Verhiltnis von Stickstoff zu Sauerstoff beriick- 
sichtigt und hieraus Schliisse zieht. Legt man zuniichst einen 
KiweiBkérper zugrunde, der nur aus Monamino-monocarbon- 
siuren aufgebaut wire, so ist bei Annahme einer Diketo- 
piperazinstruktur das Verhiltnis O:N wie 1:1. Aber auch 
bei Annahme einer Polypeptidstruktur wire das Verhiltnis 
davon kaum verschieden. Es wtirde in einem Kérper 

H,N-CHR-CO..... HN-CHR-CO..... HN-CHR-CO,H 
die Zahl der Sauerstoffe nur um 1 gréBer als die der Stick- 
stoffatome sein, um das eine Sauerstoffatom der endstindigen 
Carboxylgruppe nimlich. Nimmt man die Kette genitigend 
lang an — wozu man im Fall einer reinen Polypeptidstruktur 
des KiweiBes ja gezwungen ist —, so ist bei Beteiligung von 
n Molen Aminosaiuren n+ 1 und m fast gleich. Tatsichlich 
ist nun aber in allen KiweiSkérpern der Sauerstoffgehalt be- 
deutend héher. Man findet beispielsweise fir O:N bei: 


Lactalbumin . . . 1,28: 1 (28,18°/, O, 15,77°/, N) 
Serumalbumin . . 1,28:1 (22,31°/, O, 15,89°/, N) 
Serumglobulin . . 1,29:1 (28,82%/, O, 15,85°/, N) 
Casein . . . . . 1,27:1 (22,78%/, O, 15,65%, N) 
Fibroin. . . . . 1,18:1 (26,0 %, O, 19,2 %, N) 
Elastin. . . . . 1,19:1 (21,44°/, O, 16,76°/, N) 


Am kleinsten ist der Faktor beim Elastin, bei den Geriist- 
eiweiBarten ist aber ein abweichender Aufbau auch am ehesten 
denkbar. Die Tatsache von dem relativ hohen Sauerstoffgehalt 
der Proteine ist ja nur zu bekannt, man hat sie zu erkliren 
versucht durch den Hinweis auf die Gegenwart gréBerer Mengen 
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an Oxyaminosiuren oder Aminodicarbonsiuren. Die Dicarbon- 
siuren haben wohl deshalb auszuscheiden, weil durch Osborne?) 
und Thierfelder?) so gut wie sichergestellt ist, daB die zweite 
Carboxylgruppe etwa der Glutaminsaiure oder anderer Amino- 
dicarbonséuren im Eiwei8 nicht frei ist, sondern als CO-NH,- 
Gruppe vorhanden, also auch hier das Verhiltnis O:N = 1:1 
gewahrt wird. Bleibt die Annahme ibrig, daB im HiweiB das 
Mehr an Sauerstoff dadurch zu erkliren ist, daB gréBere 
Mengen an den schwierig nachzuweisenden und zu bestimmen- 
den Oxyaminosiuren vorhanden sind, als man bisher gefunden 
hat. Nun gibt es aber heutzutage Kiwei8kérper, deren Spalt- 
stiicke bis zu einem hohen Prozentsatz aufgeteilt sind, Hin 
Beispiel sei genauer angefihrt (Tab. 1, 8.237), das Lactalbumin, 
wo man 84,2°/, des Gewichts an identifizierten Spaltstiicken 
wiederfindet. Auch hier berechnet sich aus der Elementar- 
analyse der Faktor O:N =1,28:1. Auf der anderen Seite 
laBt sich aber ausrechnen, wie das Verhiltnis wire, wenn man 
es im Lactalbumin mit einem Polypeptid zu tun hatte, in dem 
nur die gefundenen Spaltstiicke vorhanden wiren. Man fande 
dann einen Faktor O:N = 1,15:1, obgleich in diesem Protein 
allein 10°/, an Oxyglutaminsiure vorhanden sind. Dabei ist 
die Tabelle insofern noch ungiinstig, als die Bestimmung der 
Monaminoséuren 18 Jahre zuriickliegt, also sicher zu niedrige 
Werte ergeben hat, wihrend die iibrigen Aminosiuren erst in 
den letzten Jahren neu bestimmt wurden. 

Die Tabelle ist folgenderma8en zusammengestellt: 

In der ersten Spalte sind die erhaltenen Aminosiiuren namentlich 
angefiihrt, in der zweiten der Prozentgehalt angegeben, den man bei der 
Hydrolyse erhalten hat. Dieser Prozentgehalt ist nun, abnlich wie bei 
einer Elementaranalyse, auf Mole Aminosiiuren umgerechnet, indem in 
_Spalte 3 durch das Molekulargewicht dividiert wurde und die erhaltenen 
Zahlen nun ihrerseits durch einen gemeinsamen Faktor — hier den des 


Glykokolls 0,0053 — dividiert, um zu méglichst kleinen Zahlen zu 
kommen, wie sie in Spalte 4 wiedergegeben sind. Nun wurde in Spalte 5 





1) Osborne u. Mitarb,, Jl. of Biol. Chem. Bd. 22, §. 259 (1915); 
Bd. 48, 811 (1920). 

*) H. Thierfelder u. Sherwin, Diese Zs. Bd. 94, 8.1 (1915); 
H. Thierfelder u. vy. Cramm, ebenda Bd. 105, S. 58 (1919). 
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Tabelle 1. 
Lactalbumin. 
1 2 3 4 5 6 
Name der "/o-Gehalt G fo 1 Zahl — pos vs 
; an ehalt: fiir ein Polypeptid 
Aminosiure : Mol.-Gew.| der érrechneten 
(bzw. NH,) Amino- |q, Amino- Molekiile 
Beit nina siure 0-Atome | N-Atome 
Ammoniak..... 1,5 0,0882 16,6 —_ 16,6 
Glykokoll ..... 0,41) | 0,0053 1,0 1,0 1,0 
see 2,5%) | 0,0281 5,8 5,3 5,3 
Vie GG ee. 0,92) | 0,0077 1,5 1,5 1,5 
ted ge 19,42) |: 0,1481 28,0 28,0 28,0 
Asparaginsiure . . 9,34) 0,0699 18,2 26,4 13,2 
Glutaminsiure... | 10,12) | 0,0687 13,0 36,0 18,0 
Ca... .. 1,7%) | 0,0141 2,7 2,1 2,1 
Sa. ee 1,81) | 0,0171 8,2 6,4 3,2 
Oxyglutaminsiure . 10,04) 0,0614 11,6 46,4 11,6 
Arginin. ...... 8,55) | 0,0201 3,8 3,8 15,2 
SN ict 0. 10,0%) | 0,0685 12,9 12,9 25,8 
Histidin. ...... 2,7%) | 0,0174 8,3 3,3 9,9 
a. |. A... 4,02) | 0,0348 6,6 6,6 6,6 
Phenylalanin. . . . 2,4%) | 0,0145 2,1 2,1 2,1 
Tyrosin....... 0,92) | 0,0050 1,0 2,0 1,0 
Tryptophan 8,14) | 0,0152 8,0 3,0 6,0 
ee 84,2 _ _ 188,0 163,3 


und 6 angegeben, wieviel Sauerstoff- 

















und Stickstoffatome diese Mole 


Aminosiuren liefern wiirden, wenn sie in einem Polypeptid verankert 
wiren. Fiir jedes Mol Monaminosiure wurde 1 Sauerstoff- und 1 Stick- 
stoffatom eingesetzt, fiir eine Oxyaminosiure 2 Sauerstoffatome und 
1 Stickstoffatom, fiir Diaminosiuren 1 Sauerstoff- und 2 Stickstoffatome, 
und sehlieBlich fiir Aminodicarbonsiuren 3 Sauerstoff- und 1 Stickstoff- 
atom. Bei Asparaginsiure und einem Teil der Glutaminsiure ist aller- 





1) Brees-Jones u. C. O. Johnes, Jl. of Biol. Chem. Bd. 48, 8. 347 


(1922). 


*) Abderhalden u. Pribram, Diese Zs. Bd, 51, S. 409 (1907). 

*) Th. B. Osborne, van Slyke, Leavenworth u. Vinograd, 
Jl. of Biol. Chem. Bd. 22, S. 259 (1915). 

*) Colorimetrisch: Fasal, Biochem. Zs. Bd. 44, S. 392 (1912). 
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dings insofern abgewichen, als entsprechend den 16,6 Molekiilen Ammoniak | : 


16 Molekiile als Asparagin, bzw. Glutamin angenommen wurden, infolge- 
dessen beispielsweise bei der Asparaginsiure das Verhiltnis 0: N nicht 
wie 3:1, sondern nur wie 2:1 eingesetzt wurde. Wie 2:2 durfte es 
nicht gesetzt werden, da sonst der Ammoniakstickstoff zweimal beriick- 
sichtigt worden wiire. 


Die gleichen Zahlen hitten sich auch ergeben bei An- 
nahme der Diketopiperazinringe. Das wirklich gefundene und 
das errechnete Verhiltnis stimmen also durchaus nicht tiberein. 
Sie stellen damit einen weiteren Grund gegen die Anhydrid- 
struktur der Eiwei®kérper dar. | 

Aus dieser Berechnung laBt sich aber noch etwas weiteres 
folgern, es sind im EKiweiB sauerstoffhaltige Reste enthalten, 
die sich bisher dem Nachweis entzogen haben. Man muf 
dabei an die so schwierig zu isolierenden Oxyaminosiduren 
denken, jedoch ist es schwer vorstellbar, daB sie die ausschlieB- 
liche Ursache des Defizits im Sauerstoffgehalt sind. Es wurde 
daher eine andere Anschauung vom Bau der Eiweibkérper 
nachgepriift und, zuniichst als reine Arbeitshypothese, unseren 
Experimenten zugrunde gelegt. Es wurde gepriift, ob das 
Eiwei8 nicht aus einer Reihe von parallelen Polypeptidketten 
bestehen konnte, die ihrerseits durch sauerstoffhaltige Reste 
zusammengehalten werden. Zwei Moéglichkeiten waren dann 
in erster Linie zu beriicksichtigen, eine Verkniipfung der end- 
stindigen Aminogruppen und eine solche der Carboxylgruppen. 
Bei den Aminogruppen kénnte diese Verkniipfung zu sub- 
stituierten Harnstoffresten die Kohlensiure itibernehmen, bei 
den Carboxylgruppen ware in erster Linie an mehrwertige 
Alkohole zu denken. Die beiden Verkniipfungsarten hangen 
zwangsmafig miteinander zusammen, da, wenn man nur eine 
der beiden annehmen wollte, aus dem amphoteren Polypeptid 
entweder bei Besetzung der Aminogruppe ein ausgesprochen 
sauer reagierender Kérper, bei Besetzung nur der Carboxyl- 
gruppe eine Base entstehen wiirde. Die Struktur des HiweiSes 


HN-CHR-CO....HN-CHR-CO.... ea 


60 


BN CHR-CO ....HN-CHR-CO .... HN-CHR-CO, 
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lieBe sich dann durch umstehendes Schema wiedergeben, wobei 
dieselben Gruppierungen mehrmals auftreten wiirden. 

Kin solcher Bau stiinde zunachst im Einklang mit 
Fischers Annahme von der Anwesenheit langerer Polypeptid- 
ketten im HiweiB. Sie behebt aber die Schwierigkeit, daB 
freie endstandige Aminosiuren im Eiwei8 nur dann in gréBeren 
Mengen nachweisbar waren, wenn das Protein entsprechende 
Mengen an der Diaminosiure Lysin enthielt.’) Analoges hat 
ja auch A, Kossel’) bei den Protaminen festgestellt. Diese 
Hypothese wiirde auch gut erkliren, da8 man bei manchen 
fermentativen und anderen Spaltreaktionen eine ganze Reihe 
hochmolekularer Polypeptide nebeneinander erhalt. SchlieBlich 
laBt sich durch diese Annahme eine bessere Ubereinstimmung 
zwischen angenommener Struktur und Elementarzusammen- 
setzung erzielen. 

Erinnert mu8 in diesem Zusammenhang an A. Kossels’) 
und seiner Schule so erfolgreiches Studium der Protamine und 
ihrer ersten Spaltprodukte, der Protone, werden. Bei den 
Protaminen ist ja die Auflésung des Molekiils wohl am weitesten 
getrieben worden und hier kam, auf den Feststellungen seiner 
Vorginger fuBend, Kossels Schiller Edlbacher*) zu der 
SchiuBfolgerung, daB in den Protaminen mehrere Parallel- 
ketten von Polypeptidcharakter anzunehmen sind, die durch 
nicht naher definierte Briicken zusammengehalten sind, etwa 
wie in den Nucleinsiuren die einzelnen Nucleotide. 

Von den sich unter Annahme obiger Arbeitshypothese 





1) D. van Slyke u. F. Birchard, Jl. of Biol. Chem. Bd. 16, 8. 539 
(1914). 

*) A. Kossel u. Cameron, Diese Zs. Bd. 76, 8S, 457 (1912); Kossel 
u. Weiss, ebenda Bd. 78, 8. 402 (1912); Kossel u. Gawrilow, ebenda 
Bd. 81, §. 274 (1912); K. Felix, ebenda Bd. 110, 8. 217 (1920); Edl- 
bacher, ebenda Bd. 107, S. 53 (1919); Bd. 112, S. 80 (1921). 

8) M. Goto, Diese Zs. Bd. 37, S, 94 (1903); A. Kossel u. Pringle, 
ebenda Bd. 49, §. 301 (1906); A. Kossel u. F. Weiss, ebenda Bd. 59, 
S. 281 (1909); K. Hirayama, ebenda Bd. 59, S. 285 (1909); M. Nelson- 
Gerhardt, ebenda Bd. 105, S. 265 (1919); R. E. Gross, ebenda Bd. 120, 
S. 167 (1922). 

*) Edlbacher, Diese Zs. Bd. 107, 8. 71 (1919). 
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ergebenden Fragen wurde zunichst experimentell der nach 
der Méglichkeit der Verkniipfung der endstaindigen Amino. 
gruppen in Polypeptiden durch Kohlensiure niher getreten. 


Da8B im Eiwei® die Aminosiiuren irgendwie durch Harnstoffreste 
verkniipft sein konnten, der Gedanke ist recht alt. Schon Schiitzen- 
berger’) hat ihn ausgesprochen, er ist dann gelegentlich wieder nach- 
geprift worden. So haben ihn Habermann und Ehrenfeld ab- 
gelehnt.*) Zuletzt hat wohl Lippich®) dariiber berichtet, der allerdings 
mehr auf die Méglichkeit der Gegenwart von Uraminosiuren, nicht so 
sehr von solchen Diureiden Riicksicht nimmt. Er kommt auf Grund 
der Messung besonders der bei Siurespaltungen auftretenden Kohlen- 
siuremengen zu dem Resultat, daB eine solche Bindung in kleinerem 
Ma8stab sehr wohl méglich sei. 

Wir begannen zunichst mit Modellversuchen, Diureide 
von Aminosiuren sind von Hugouneng und Morel‘) syn- 
thetisiert worden, wir zogen das Diureid eines Dipeptids vor 
und wahlten den von Fischer ) dargestellten Athylester des 
Carbonyl-bis-(glycylglycins) (Formel I) und die dazu gehdrige 
freie Siure (Formel IJ). 

we // NHCH,CO- NHCH,CO,C,H, - Mer lial 
\NHCH,CO-NHCH,CO,C,H, ” NHCH,CO-NHCH,CO,H’ 
I Il 

An Reagenzien, die darauf einwirken sollten, wurden solche 
gewihlt, von denen bekannt war, dab sie zwar auf Eiweif 
wirkten, die Polypeptidbindung dagegen nicht angriffen. Als 
solche kamen in Frage geschmolzenes Phthalsiureanhydrid 
nach Brig] und Klenk®), Hypobromit nach St, Goldschmidt 
und Steigerwald‘) und schlieBlich Pepsin. 

Die ersten Versuche waren recht ermutigend, Phthal- 
siureaphydrid mit dem Athylester zusammengebracht, ergab 





1) Schiitzenberg, Bull. Soc. chim. France Bd. 28, §. 193 (1875); 
Bd. 24, S. 4 (1875). 

*) Habermann u. Ehrenfeld, Diese Zs. Bd. 80, 8. 453 (1900). 

*) Lippich, Diese Zs. Bd. 90, 8. 441 (1914), 

*) Hugouneng u. Morel, C. R. Bd. 140, S. 150 (1905). 

5) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 35, 8. 1101 (1902). 

*) P. Brigl u. E. Klenk, Diese Zs. Bd. 131, 8. 83 (1923), 

) Goldschmidt u, Steigerwald, Chem. Ber. Bd. 58, S. 1346 
(1925). 
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glatte Sprengung der Ureidbindung und Bildung des schon 
bekannten?) Athylesters des Phthalylglycylglycins (Formel II). 


\-cO, 
| NCH, CO. NHCH,CO,C,H, . 
_/-00 
lt 


Beim Hypobromit hatten Goldschmidt und Steiger- 
wald festgestellt, daB die eigentliche Peptidbindung unter den 
gewablten Bedingungen kaum angegriffen wurde, dagegen die 
endstindige freie Aminogruppe von Glycylglycin. War aber 
die endstindige Aminogruppe durch Benzoyl besetzt, war Hypo- 
bromit. ohne Einwirkung. Ist dagegen, wie in dem von uns 
untersuchten Fall das Acyl Kohlensiure, so erfolgt energische 
Einwirkung. Zwar der Athylester des Carbonyl-bis-glycylglycins 
(Formel I) wird kaum angegriffen, das liegt aber nur an seiner 
sehr geringen Lislichkeit in Wasser, waihrend die dazugehérige 
freie Siure, in Alkali gelést, sehr prompt innerhalb weniger 
Minuten bei 0° in Reaktion tritt, 

Es wurden dieselben Versuchsbedingungen gewahlt, die 
auch Goldschmidt und Steigerwald benutzt haben. Wie 
aus der im experimentellen Teil wiedergegebenen Kurve her- 
vorgeht, ist der Verbrauch an Hypobromit ein ganz ent- 
sprechender bei der Carbonylverbindung wie beim KiweiB. Es 
setzt fast momentan ein starker Verbrauch an Hypobromit 
ein, der einige Minuten anhalt, um dann bedeutend nach- 
zulassen, ohne jedoch ganz aufzuhéren. Der erste Angriffs- 
punkt ist offenbar die Ureidbindung, in dem langsamer ver- 
laufenden Sekundirstadium wird wohl auch die eigentliche 
Polypeptidbindung angegriffen. 

DaB das Primare der Angriff der Ureidbindung ist, folgt 
aus Versuchen, bei denen auf 1 Mol Carbonylverbindung nur 
2 Mole Hypobromit angewandt wurden. Es ist dann im 
Reaktionsprodukt kein unverindertes Ausgangsmaterial mehr 
nachweisbar, das aus der eingeengten, angesiuerten Reaktions- 
flissigkeit sonst ausfallen miBte. Welcher Art das Reaktions- 





) Brigl u. Klenk, Diese Zs, Bd. 181, 8. 83 (1928), 
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produkt ist, dartiber sollte einen gewissen Aufschlu8 die Stick- 
stoffbilanz geben. Von den urspriinglich vorhandenen 4 Stick- 
stoffatomen der Carbonylverbindung sind nach der Hypobromit- 
reaktion noch 8,5 Atome nach Dumas wiederzufinden, dic 
Differenz erklart sich ‘wohl durch Entweichen von gasférmigem 
Stickstoff. 8 Stickstoffatome sind noch in solcher Form vor- 
handen, daB sie bei der Analyse nach Kjeldahl] in Ammoniak 
iibergehen kénnen, ein halbes Atom muB8 danach in irgendwie 


oxydierter Form angenommen werden. Ammoniakstickstoff ist | 


nur wenig nachweisbar. Es wurde nun versucht, das Reaktions- 
produkt zu fassen. Es handelt sich um eine ausgesprochen 
saure Verbindung, da wahrend der Hypobromitreaktion die 
alkalische Flissigkeit sauer wird, was durch Zugabe weiteren 


Alkalis behoben werden muf. Eine Isolierung des urspriing- | 
lichen Produkts gelang nicht, da es sich nicht durch ein | 


organisches Lésungsmittel von den anorganischen Salzen trennen 
lieB. Dagegen gelang es, durch Veresterung mit 5°/, Brom- 
wasserstoff enthaltendem Alkohol das organische Material in 
Lésung zu bringen. Es krystallisierte ein Bromhydrat aus, 
das sich als Glycinester—Bromhydrat erwies. Da unter den 
gleichen Bedingungen Bromwasserstoff—Alkohol weder die Ureid-, 
noch die Polypeptidbindung merkbar spaltet, darf der Versuch 
wohl so gedeutet werden, daB schon durch das Hypobromit 


die Ureidbindung gelést ist, unter Bildung eines unbestin- | 


digen Acylglycins, das bei der Veresterung das Acyl ab- 


spaltet und das Bromhydrat bildet. Das Acyl durch irgend- | 
eine charakteristische Reaktion naher zu definieren, gelang | 


noch nicht. | 


Dieser Befund steht in Ubereinstimmung mit dem von 


Goldschmidt und Steigerwald, wonach die eigentliche 
Peptidbindung gegen Hypobromit ziemlich resistent ist. 

Diese beiden Resultate waren nicht ungiinstig, leider paBte 
nun das Resultat mit Pepsin nicht in den Rahmen. Weder der 
Diureidoester, noch die freie Siure wurden durch Pepsin gelést. 
Auch darauf angestellte Versuche mit Trypsin ergaben kein 
eindeutig positives Resultat. Bei den Diureiden von Amino- 
siiuren liegen, wie wir fanden, schon analoge negative Versuche 
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- von Morel’) vor. Nun scheint uns die Sachlage aber so zu 
- f} sein, daB zwar ein positives Ergebnis streng beweisend ge- 
- 1] wesen wire, ein negatives aber noch kein unbedingter Gegen- 
e grund gu sein braucht. Uberblickt man Fischers Versuche 
n mit Polypeptiden und Trypsin, so ist ohne weiteres einleuchtend, 
. daB die Angreifbarkeit von Polypeptiden durch Fermente von 
k | Feinheiten im Bau abhingig ist, die wir noch nicht unter 
e |@ eine Regel bringen kénnen. Die Zahl der gegen Pepsin unter- 
t |@ suchten Carbonylverbindungen miiBte viel gréBer sein, ehe man 
- §@ Schliisse daraus ziehen kann. Man kann immerhin vermuten, 
\ daB gerade Glycin als Komponente wenig geeignet ist. Ist 
, doch bekannt, daB bei der Trypsinverdauung von Hiwei8 un- 
gespaltene Reste iibrigbleiben, die Antipeptone Kiihnes, in 
- % denen sich, neben Prolin und Phenylalanin gerade auch das 
1 || Glycin des urspriinglichen Eiwei®kérpers wiederfindet.*) Es 
ist aber auch noch ein weiterer Grund fir den MiBerfolg beim 
Pepsin denkbar. Wie schon erwahnt, ist ja auch bei An- 
| nahme der Ureidstruktur durchaus nicht gesagt, daB die end- 
) standigen Carboxylgruppen frei sind, sondern sie kénnten in 
| | spezifischer Weise verestert sein. Dann kénnte Pepsin aber 
! zur Wirksamkeit diese Estergruppe verlangen. 
- So glauben wir auf Grund dieser Ergebnisse die obige 
) Annahme von der Struktur der Kiwei®kérper noch weiterhin 
- —@ als Arbeitshypothese gebrauchen zu kénnen. Es soll vor allem 
auf das EHiweiB selber zuriickgegriffen und versucht werden, 
daraus entweder direkt oder nach erfolgter Stabilisierung den 
Harnstoffrest oder andere sauerstoffhaltige Komplexe heraus- 
zuschilen. 


Versuchsteil. 


Der zu den hier beschriebenen Versuchen gebrauchte 
Carbony]-bis-glycylglycin-athylester (Formel I), sowie die freie 
Siure (Formel Il) wurden nach den Angaben von E. Fischer‘) 
dargestellt. 





1) A. Morel, C. R. Bd. 148, S. 119 (1906). 
2) E. Fischer u. E. Abderhalden, Diese Zs. Bd. 39, S. 98 (1908). 
8) Chem. Ber. Bd. 85, S. 1101 u. 1102 (1902). 

: Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLII. 17 
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Phthalyl-glycylglycin-athylester (Formel III) aus Carbonyl-bis- 
glycylglycin-athylester. 

0,5 g Carbonyl-bis-glycylglycin-athylester werden fein ge- 
pulvert in kleinen Portionen im Verlauf von 10 Minuten in 
2 g geschmolzenes Phthalsiureanhydrid, das im Schwefelsiure- 
bad bei einer Temperatur von 195° erhalten wird, eingetragen. 
Unter Gasentwicklung geht die Carbonylverbindung in Lésung, 
wobei sich die Schmelze langsam hellgelb firbt. Nach 30 Min. 
laBt man erkalten, zerreibt die erstarrte Masse und lést durch f 
mehrmaliges Ausziehen mit kaltem Essigester oder Ather den | 
gréBten Teil des tiberschiissigen Phthalsiureanhydrids heraus 
und trennt so vom Reaktionsprodukt, das einen Schmelzpunkt 
von 175—185° zeigt. Nach 2maligem Umkrystallisieren aus 
Alkohol, in dem sie heiB gut léslich ist, ist die Substanz rein 
und schmilzt bei 190—191° (unkorr.). Ausbeute 0,5 g reines 
Material. Ein Mischschmelzpunkt mit einem vorhandenen Ver- 
gleichspriparat von Phthalyl-glycylglycin-athylester ergab 
190—191°. | 

Bei einem weiteren Versuch wurde die entwickelte Kohlen- 
siure in starker Kalilauge aufgefangen (Ausfiihrung der Schmelze 
in einer Wasserstoffatmosphire) und gewogen: 


Angewandte Menge Carbonylester 1,00 g 
Gefundene Menge CO, . . . . 0,0102¢ 
Berechnete Menge COQ, . . . . 0,150¢ 
Das zu erwartende Kohlendioxyd bleibt in der Schmelze 
gebunden durch irgendwelche, noch nicht niaher studierte 
Reaktionen. Das Hauptprodukt ist jedenfalls die Phthalylver- 
bindung, wie neben dem Schmelzpunkt auch die Analyse zeigt: 


0,1171 g Substanz gaben 10,35 com N, 735 mm, 21°C. 
C,,H,,0,N, (290,13) Ber. 9,66°/, N Gef. 9,91°/, N. 


Einwirkung von Bromlauge auf Carbonyl-bis-glycylglycin 
(Formel I). 


Bei der Herstellung der Bromlauge und der Art ihrer 
Kinwirkung wurde genau nach der Vorschrift von Gold- 
schmidt und Steigerwald verfahren.') 0,3098 g Carbonyl- 





1) A. a. O. §. 1350. 








bis-glycylglycin werden in 10 com n/1-NaOH und 50 ccm . 
Wasser gelést, auf 0° gekihlt und mit 340 ccm ebenfalls auf | 
0° gektihlter Bromlauge (in bezug auf ihren Oxydationswert 
0,40401 normal) versetzt. Man hat Sorge zu tragen, daB das 
Reaktionsgemisch waihrend der Dauer des Versuchs nicht tiber 
0° erwarmt wird. Es ist schwache Gasentwicklung festzustellen. 
Nach den unten angegebenen Zeiten wurden dem Gemisch je 
10 ccm entnommen, in angesiuerte K—J-Lésung eingetragen 
und das ausgeschiedene Jod mit n/10-Thiosulfat titriert. Die 
Zahlen in Spalte II geben die von 0,1 g im Verlauf der jeweils 
angegebenen Zeit verbrauchten ccm n/10-NaOBr an. 


EiweiBchemie III. Zur Konstitution der EiweiBkérper. 245 

































Tabelle 2. 
: II. Verbrauchte F II. Verbrauchte 
- cem n/10-NaOBr ~ eem n/10-NaOBr 
15 Sek. 6,71 15 Sek. 28,41 
30 8,44 30 30,38 
45 12,88 45 81,96 
1 Min. 12,63 5 Min. 30,64 
15 Sek. 15,69 30 Sek. 31,17 
30 17,91 6 Min. 83,92 
45 18,95 30 Sek. 34,82 
2 Min. 17,91 7 Min. 86,17 
15 Sek. 21,45 8 37,48 
80 22,68 9 40,22 
45 25,18 10 48,77 
3 Min. 24,20 20 58,45 
15 Sek. 25,32 60 65,84 
30 27,50 90 67,17 
45 28,28 120 15,97 
4 Min. 26,18 








Bei 0,1 g Carbonylverbindung entsprechen: 


6,89 com n/10-NaOBr . 
13,79 com 9 
20,69 com * 
27,58 cem ” 


Der Verlauf der Reaktion ist aus umstehendem Kurven- 
bild ersichtlich, auf dem zum Vergleich die Reaktionskurve 


1 Mol Hypobromit 


2 y 
3 oy 
4» 
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zwischen Albumin und Bromlauge nach Goldschmidt und 
Steigerwald) eingezeichnet ist. 
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Um méglichst einen Einblick in die bei dieser Reaktion 
sich abspielenden Vorg’nge zu gewinnen, wurde in einem 
zweiten Versuch im Reaktionsprodukt die Verteilung des Stick- 
stofis (als Ammoniak- bzw. Polypeptidstickstoff) untersucht, 
nachdem 2 Mole Hypobromit zur Einwirkung gekommen waren. 
1,006 g Carbonylsiure wurden in 25 ccm Wasser und 3,4 ccm 
n/i-NaOH gelést, darauf auf 0° gekihlt und mit 31,1 ccm 
Bromlauge (0,417 normal) versetzt, immer bei 0°, mit Wasser 
auf 100 ccm gebracht und daraufhin weitere 10,5 ccm n/1-NaOH 
und 14,5 com Wasser zugegeben. Bei diesem reichlichen Zu- 
satz von NaOH verliuft die Reaktion rasch, so daB nach 
15 Min. fast keine Jodreaktion mehr zu erhalten ist. Nach 
Verlauf von 30 Min. wurde mit 7 ccm n/1-HCl angesiuert, 
nachdem vorher 25 ccm der alkalischen Fliissigkeit zu anderen 
Reaktionen entnommen worden waren. Beim Ansiuern war 
mittels Barytwasser Kohlensiure nachzuweisen. Ein aus der 
sauren Lésung in Ather hineinwandernder Kérper, wie ihn 
Goldschmidt aus Diketopiperazin erhielt, war hdéchstens 





1) A. a. O. 








nd 
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spurenweise entstanden. Mit den vorhandenen 107 com Lésung, 
enthaltend die Reaktionsprodukte von 0,8005 g Carbonylsiure 
wurden folgende Versuche angestellt: 


Bestimmung des NH,-Stickstoffs nach Folin-Denis.%) 


Das aus 5 ccm der mit Natronlauge alkalisch gemachten 
Lisung im Luftstrom iibergetriebene Ammoniak neutralisierte 
3,095 com n/100-H,SO,. Hieraus errechnen sich fir 1 Mol 
Carbonylsiure 3,36 g N. 


Bestimmung des NH,- und Polypeptidstickstoffs 
(Mikro-Kjeldahl). 
5ccm der Lésung verbrauchen 37,72 com n/100-H,SO, 
nach der Veraschung nach Kjeldahl. Hieraus errechnen sich 
fir 1 Mol Carbonylsiure 41,0 g N. 


Bestimmung des Gesamtstickstoffs nach Dumas 
(Mikrobestimmung nach Pregl). 


4.55 com der Liésung wurden im Exsiccator zur Trockne 
eingedunstet und hinterlieBen 0,1100 g festen Riickstand. Hier- 
von ergaben 16,468 mg Substanz = 0,729 ccm N, 732 mm, 
10° C, MHieraus errechnen sich fiir 1 Mol Carbonylsiure 
47,26 g N. 

Die Hauptmenge jener obigen 107 ccm, soweit sie nicht 
fiir die Stickstoffanalysen verbraucht war, wurde im Hoch- 
vakuum auf einige Kubikzentimer eingedunstet und dann im 
Exsiccator tiber Natronkalk—Schwefelsiure weiter eingeengt. 
Der hinterbleibende feste Riickstand, eine weiBe, hygroskopische 
Masse, die zum grofen Teil aus Bromnatrium besteht, wurde 
zweimal mit geringen Mengen 5°/,iger absolut alkoholischer 
Salzsiure je 25 Minuten lang ausgekocht, bis der ungelést 
gebliebene Riickstand keine organische Substanz mehr enthielt. 
Die alkoholischen Filtrate ergaben nach tagelangem Stehen im 
evakuierten Exsiccator iiber Natronkalk in geringer Menge 
eine krystalline Abscheidung, deren Halogen- und Stickstoff- 
gehalt auf das Glycinithylester-bromhydrat hinwies. 





1) Folin-Denis, Jl. of Biol. Chem. Bd. 51, S. 867 (1922). 
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Es wurde nunmehr in einem neuen Versuch das wieder 
mit 2 Molen Hypobromit umgesetzte Reaktionsgemisch nach 
dem Ansiuern mit Salzsiure auf dem Wasserbad vorsichtig 
fast véllig eingedampft, wobei sich der gréBte Teil des gelésten 
Bromnatriums in groBen Krystallen abschied. Die vom Brom- 
natrium getrennte Fliissigkeit wurde sodann im evakuierten 
Exsiccator tiber Natronkalk zur Trockne eingedunstet, was 
mehrere Tage erforderte. SchlieBlich resultierte eine hell- 
braune, schmierige, mit NaBr-Krystallen durchsetzte Masse. 
Diese wurde nunmehr mit wenig 5 °/,iger absolut-alkoholischer 
Bromwasserstoffsiure 10 Min. lang gelinde gekocht und vom 
NaBr abfiltriert. Beim Erkalten krystallisiert in schénen 
Nadeln Glycinathylester-bromhydrat aus. Ausbeute aus 1 g 
Ausgangsmaterial 0,12 g. Beim Ubers&ttigen des Filtrats mit 
Ather erhalt man eine zweite, weniger reine Krystallisation 
von 0,08 g. Schmelzpunkt des aus Alkohol umkrystallisierten 
Kérpers 168—170°. Der Schmelzpunkt von zum Vergleich 
hergestelltem reinem Glycinaithylester-bromhydrat ist 171 bis 
172° (unkorr.). Mischschmelzp. 165—167°. 


Analyse: 7,449 mg Substanz gaben 7,623 mg AgBr. 
6,887 mg Substanz gaben 0,450 cem N, 781 mm, 20° C. 


C,H,,.NO,Br Ber. 48,43 °, Br 7,61 "le N 
Gef. 48,54 1,18 


Die gemeinsame Durchfiihrung dieser Versuche, die fort- 
gesetzt werden, wurde ermdglicht durch die dankenswerte Ge- 
waihrung eines Stipendiums der Justus Liebig-Gesellschaft an 
den einen von uns (Dr. R. H.). 






































Uber Galaktosevergarung durch Hefe nach Vorbehandlung 5 
mit dieser Zuckerart. IT. A 
Von | } 
Hans vy. Euler und Ragnar Nilsson. a 
— Mit 1 Figur im Text. ital : 
2 (Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) ae 
4 (Der Reaktion zugegangen am 5. Dezember 1926.) hi i 
: In der vorhergehenden Mitteilung*) konnten wir zeigen, dab a 
* nicht nur frische Hefe in Galaktoselésungen die Fahigkeit no) 
> erreicht, diese Zuckerart ahnlich wie die tibrigen Zymohexosen a 
' «ua vergiren, sondern daB die gleiche Wirkung eintritt, wenn ak 
+ Trockenhefen der Vorbehandlung durch Galaktose unter- ei 


worfen werden.?) Die in Rede stehende Erscheinung ist somit 
nicht als eine ,Anpassung“ im 4lteren Sinne zu erkliren, also 
nicht darauf zuriickzufiihren, daB die frische Zelle ihr Leben 
aufrechterhilt, indem sie die Fahigkeit erwirbt, ein ihr nicht 
natiirliches Nahrsubstrat zu verwerten. Vielmehr ist umgekehrt 
die friiher als ,,Anpassung“ bezeichnete biologische Erscheinung 
nunmehr ins Bereich der reinen biochemischen Forschung ,,in 
vitro“ gekommen.*) : 





1) y. Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 148, S. 89 (1925). — Siehs 
auch vy. Euler u. Lévgren, Diese Zs. Bd. 146, 8. 44 (1925). 

*) In dieser Hinsicht steht nur noch der Versuch aus, wie sich aus- 
gewaschene, also von Cozymase befreite Trockenhefe bei der Vorbehandlung 
mit Galaktose verhilt. Hierauf wollen wir bald zuriickkommen. 

%) Wenn wir also im folgenden gelegentlich die Wirkung der 
Galaktosevorbehandlung der Hefe als ,,Anpassung“ bezeichnen, so ge- 
schieht dies nur der Kiirze des Ausdrucks halber und unter ausdriick- 
lichem Hinweis auf das oben Gesagte. Man vergleiche hierzu die An- 
merkung von vy. Euler u. Lévgren, a. a. 0. S. 49. 
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Die Vorbehandlung, durch welche Bierhefe befahigt wird, 
Galaktose zu vergiren, hat nicht nur theoretisches Interesse, 
sondern gewinnt auch eine gewisse praparative Bedeutung, 
wenn es gilt, die Galaktose aus einem Gemisch mit nicht gir- 
fihigen Hexosen zu entfernen, wie z.B. bei der wertvollen 
Methode, welche J. v. Braun?) zur Darstellung der d-Talose 
angegeben hat, 

Verschiedene Rassen und Stimme von Hefen werden bei 
der Vorbehandlung mit Galaktose nicht in gleicher Weise be- 
einfluBt. 

Erstens erreichen die verschiedenen Stimme von Bier- 
hefe nicht die gleiche Endgeschwindigkeit der Galaktose- 
vergirung (und zwar weder absolut noch relativ zur Vergarungs- 
geschwindigkeit der Glucose). 


Was diesen Punkt betrifft, so wird bei vielen Hefen — nicht aber 
bei unserer Oberhefe — eine Halbgiirzeit fiir Galaktose erreicht, welche 
diejenige fiir Glucose etwa im Verhiltnis von 4:3 iibertrifft*), wie die 
schon in unserer vorhergehenden Mitteilung (a, a. 0. §. 91) hervor- 
gehoben wurde. 


Zweitens variiert auch die zur Erreichung der End- 
geschwindigkeit erforderliche Vorbehandlungszeit. 

Es hat sich nun gezeigt, daB zu den zahlreichen Unter- 
schieden, welche zwischen Oberhefen und Unterhefen schon 
festgestellt worden sind, noch derjenige kommt, da8 unsere 
Oberhefen verhiltnismiBig wenig und langsam die Fiahigkeit 
zur Galaktosevergiérung erwerben. Unser Ergebnis bezieht sich 
zunichst auf die Brennerei-Oberhefe R und die Brauerei- 
Unterhefe H und diirfte sich bei den meisten in Deutschland 
und Schweden industriell verwendeten Ober- und Unterhefen 
wiederfinden, Dagegen verhalten sich die englischen Oberhefen 
bekanntlich in mancher Hinsicht anders als die deutschen 
Oberhefen; wir kénnen also nicht ohne weiteres annehmen, 
da8 unser Resultat auch hinsichtlich der englischen Hefen 
Giltigkeit besitzt. 





1) J. v. Braun u. O. Bayer, Chem. Ber. Bd. 58, S. 2215 (1925). 
*) Siche Harden u. Norris, Proc. Roy. Soc. Bd. 82, 8. 645 (1910). 
— Willstitter u. Sobotka, Diese Zs. Bd. 128, 8.176 (1922). 
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Experimentelles. 


Unsere beiden Hefen, die Brennerei-Oberhefe R und die 
Brauerei-Unterhefe H wurden zum Vergleich hinsichtlich der 
Geschwindigkeit der ,,Anpassung“ an Galaktose gewahlt. Beide 
Hefen sind ihren verschiedenen EKigenschaften nach durch 
die Mitteilungen aus diesem Laboratorium gut bekannt, 

Zur Methodik ist folgendes zu bemerken. Die volumetrische 
Bestimmung der bei der Girung entwickelten Kohlensiure ge- 
schah, wie in unseren friiheren Arbeiten, unter Beniitzung eines 
Apparates, bei welchem die Giarkolben vollkommen in das 
Wasser des Thermostaten eintauchten und somit auch die in 
dem Giarkélbchen befindliche Luft auf konstanter Temperatur 
gehalten wurde. Allgemein sind zur Ausfihrung solcher volu- 
metrischen Messungen an Hefe zwei Punkte besonders zu 
beachten: Die Kohlensiureentwicklung soll unter Unter- 
druck geschehen, was durch verschiedene Anordnungen unter 
Verwendung von Quecksilber als Sperrfliissigkeit erreicht wird. 

Ferner mu8 die Girungsmischung geschiittelt werden, 
damit die Kohlenséiure tatsiichlich aus der Reaktionslésung 
entweicht und zur Messung gelangt. 

Die zur Erreichung vergleichbarer Ergebnisse erforderliche 
iibereinstimmende Aciditit mu8 durch Verwendung einer Puffer- 
lésung gewihrleistet werden, als welche man geeignet Phosphat 
und zwar in 0,3 molarer Konzentration verwendet; die Aciditat 
der Pufferlésung ist in der Nahe von p, = 5 zu halten. 

Was speziell das Arbeiten mit Galaktose betrifft, so kann 
zur Anpassung die Galaktose ,,Kahlbaum‘“ verwendet werden, 
welche noch etwas Glucose enthailt. Zu den schlieBlichen 
Priifungen der erreichten Vergirungsfihigkeit verwenden wir in 
der Regel ein Priparat von Central Scientific Co., Chicago, 
welches sich als vollkommen glucosefrei erwiesen hat. 

Vorbehandlunglésungen: 20 g frische Hefe (R oder H) 
+ 100 ccm Pufferlésung + 100 com Wasser + 4 Galaktose zu- 
gesetzt. Nach 40 Stunden wurden zu der Lisung aufs neue 
4g Galaktose zugesetzt. Nach weiteren 27 Stunden wurden 
der Vorbehandlungslésung 25 ccm entnommen. Jede Probe 
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wurde zentrifugiert, gewaschen in der Zentrifugenrdhre mit 50 ccm | 
Wasser, wieder zentrifugiert und in 50 com Wasser suspendiert. 


Nach der Vorbehandlung (Anpassung) wurde die Aciditit 
folgenderma8en gefunden. 


R-Hefe 


- Py = 4,18 
H-Hefe 


- Pp = 4,54 
Vor der ,Anpassung“ wurde folgender Vergirungsversuch 
mit Glucose und R- bzw. H-Hefe ausgefiihrt. Jede der beiden 


Zahlenreihen stellt den Mittelwert aus je zwei gut tiberein- 
stimmenden Parallelversuchen dar. 


710 


Unterhefe 

—% Ghicosevergarung durch Oberhefe R. 

100% O—+-—0- Glucoserergarung durch Unterhefe H: 
+ = Golaktosevergéi od 


IO} -0- + -O- Galakfosevergdrung durch 
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cn fF Vor der Vorbehandlung 4. 
ort. FF Stunden ccm Co, x 
tit R-Hefe H-Hefe e 
0,5 3,8 5,8 
1,0 9,25 13,4 
1,5 15,1 21,75 
| 2,0 22,3 29,9 
oh 2,5 29,8 88,75 
3,0 36,7 47,8 
. f 3,5 43,7 57,8 
m- 5 4,0 50,2 67,10 
5,0 61,9 85,60 
Hierbei hatten die Garungsmischungen folgende Zusammen- 
/ setzung: 


5 ccm Phosphat-Pufferlésung (die gleiche wie zur ,,Anpassung‘). 
5 ecm Hefensuspension (R oder H). 
0,5.¢ Zucker (Glucose oder Galaktose). 














Trockengewicht von 5 cem Hefensusp. 
Vor der Vorbehandlung mt ONS2I ¢ 
H 0,0585 g 
Nach der Vorbehandlung 0,0578 g 
H 0,0692 g 





Das Ergebnis der Vorbehandlung geht aus der Figur 
hervor. 

Dieselbe zeigt, wie viel giinstiger die Vorbehandlung 
innerhalb der gleichen Vorbehandlungszeit auf die Unterhefe 
als auf die Oberhefe gewirkt hat. 

Wenn es also gilt, Galaktose zu vergéiren, wird 
man im allgemeinen die Brauerei-Unterhefen den Ober- 
hefen vorziehen. Natiirlich ist es nicht ausgeschlossen, daf 
es Stamme von Oberhefen gibt, an welchen die Vorbehandlung 
mit Galaktose giinstiger wirkt, als an unserer Oberhefe R. 











Zur Kenntnis 
der Temperaturinaktivierung der Saccharase. 
Von 


Hans v. Euler und Karl Josephson. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Dezember 1925.) 


Die hypothetische Kinteilung der Saccharase in einen FF 
,»aktiven® Teil und einen davon verschiedenen nichtaktiven f 
Teil findet man nach Willstatter durch ,die Erscheinung 
der Enzymspezifitat, die Beobachtungen iiber Zersetzung und 
Stabilisierung gereinigter Invertinlésungen und besonders die 
Hinfliisse der Verteilung auf die enzymatische Wirkung“ }) ge- 
stiitzt. Diese Auffassung iiber das Enzymmolekiil als be- 
stehend aus ,einem kolloiden Traiger und einer rein chemisch 
wirkenden aktiven Gruppe“ ist als Arbeitshypothese bei Unter- [7 
suchungen verschiedener Eigenschaften des Enzyms und seines 
Verhaltens bei der Inversion von grobem Nutzen gewesen. In Ff 


verschiedenen Arbeiten haben wir versucht, weitere Kenntnisse [ 


iiber die EKigenschaften der aktiven ,,spezifischen“ substrat- 
bindenden Gruppen der Saccharase sowie iiber die eventuellen [ 
Bestandteile der ,,kolloiden Traiger“ des Enzyms zu gewinnen. 

Beziiglich der Inaktivierung der Saccharase beim Erhitzen 
in waBriger Lisung wurde friher gefunden, ,,daB sich die 
Stabilitat erheblich andern kann, ohne daB die Affinitét zum 
Substrat eine andere wird“.?) Wie schon damals hervor- 





1) Willstatter, Chem. Ber. Bd. 55, S. 8601 (1922). 
*) Euler, Josephson u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 130, 8. 87 
(1928). 








87 





Zur Kenntnis der Temperaturinaktivierung der Saccharase. 255 


f gehoben wurde, wire die Erklirung hierfiir darin zu finden, 
| daB die Stabilitét durch eine andere Gruppe bzw. andere 


Gruppen des Enzymmolekiils bedingt wird als diejenigen, 
welche die Affinitit bestimmen. In der Arbeit von Will- 
statter, Graser und Kuhn’) wurde die Enzymzerstérung 
weiter besprochen. Die genannten Autoren kommen zu dem 


© folgenden Ergebnis: ,,Die Gesamtheit der Erscheinungen von 


Zerstérung der Zuckerenzyme in den an Begleitstoffen ver- 
armten Lésungen und von Stabilisierung ist schwer allein auf 


* den Verlust der Aufladung zuriickzufiihren, wenn auch nicht 


bezweifelt wird, daB jede dieser beiden Ursachen allein fiir 
Falle von Enzymzerstérung verantwortlich sein kann. Aus 


> dem Verhalten der reineren Invertinlésungen ist vielmehr zu 


schlieBen, daB die Ausléschung der aktiven Enzymgruppe und 
der Verlust der Kolloidnatur zusammenhingen und sich gegen- 
seitig bedingen. Das Verderben des Enzyms besteht also nach 


) unserer Auffassung in der Vernichtung seiner aktiven Gruppe, 


womit der Verlust der die Bestaindigkeit des Soles bedingen- 
den Aufladung Hand in Hand geht.“*) Bei Besprechung der 
Tatsache, daB die Saccharase- und Raffinasewirkung des In- 
vertins durch alle Phasen der Reinigung und beim langsamen 
Verderben der Invertinpriparate in konstantem Verhiltnis 
bleibt, finden die zitierten Autoren eine besondere Stiitze fir 
die Annahme, ,,daB es die Zerstérung des kolloiden Zustandes 
ist, wodurch die Aktivitat aufgehoben wird“. Aus diesen Er- 


> orterungen diirfte also hervorgehen, daB die Inaktivierung des 





1) Willstaitter, Graser u. Kuhn, Diese Zs. Bd. 123, 8.1 und 
zwar §. 59 (1922), 

*) In diesem Zusammenhang sei noch auf andere Stellen aus den 
Mitteilungen der Miinchener Forscher verwiesen. Aus der zitierten 
Arbeit von Willstaitter, Graser und Kuhn fibren wir z. B. an: 
»Das System von Kolloiden bestimmt nicht, wie das Invertin wirkt, 
sondern hat Einflu8 darauf, ob es wirksam bleibt.“ Zur Mitteilung von 
Willstitter und Schneider [Diese Zs. Bd. 142, S. 257 (1925)] ver- 
gleiche ferner unsere Auffassung iiber die Rolle des kolloiden Trigers 
der Saccharase: ,,Die Aktivitit der Saccharase (oder die aktive Gruppe 
derselben) hingt mit dieser von uns als ,,Proteinteil* genannten Kom- 
ponente der Saccharase aufs engste zusammen“. Vgl. Euler, Josephson 
u. Myrbick, a. a. O. 
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Enzyms nach der Miinchener Schule doch in der Hauptsache 
auf eine Verinderung im kolloiden Trager zuriickgefihrt 
werden muB. 

Nachdem unsere Theorie iiber die zwei verschiedenen 
»Affinitatsgruppen* der Saccharase naher entwickelt worden ist, 
ergibt sich die Frage, ob bei der Hitze-Inaktivierung 
des Enzyms die beiden Gruppen ungleichmiBig be. 
einfluBt werden kénnen. Eine solche verschiedene Be- 
einflussung wire auch dann méglich, wenn die Hitzeinaktivierung 
sich nicht auf diese Gruppen selbst erstreckt. Schon die Ver- 
anderung im Bau der kolloiden Trager, welche wahrscheinlich 
bei der Hitzezerstérung des Enzyms eintritt, kénnte auf die 
im Enzymkomplex an verschiedenen Stellen sitzenden Affinitats- 
gruppen einen etwas verschiedenen EinfluB haben. Eine solche 
Verinderung der Affinititsverhiltnisse der Saccharase beim 
Erhitzen, welche sich jedoch nicht auf die Affinitit des spalt- 
baren Substrates erstrecken muBte, sollte bei Hemmungs- 
versuchen mit den verschiedenen Formen der Glucose und mit 
Fructose zum Vorschein kommen. Wie die unten beschriebenen F 
Versuche zeigen, wurde aber eine solche Anderung der [ 
Affinititsverhaltnisse beim Erhitzen nicht gefunden. 

Dies deutet also darauf hin, daB im Temperaturgebiet, in 
welchem die Enzymzersetzung mit meBbarer Geschwindigkeit 


verliuft, die Affinitétsgruppen nicht ungleichmaBig beeinflubt PF 


werden. 

Unterschiede der Stabilitat der verschiedenen Anteile der 
Saccharase, wie sie friiher bei der Untersuchung des Verlaufs 
der Temperaturinaktivierung gefunden worden waren, diirften 
wohl auf Verschiedenheiten des ,,kolloidalen Trigers“ dieser 
Anteile — hier verdient der EHinflu8 des Tryptophangehaltes 
eine besondere Priifung — zuriickgefiihrt werden, bzw. auf Un- 
gleichheiten solcher Teile des Enzyms, welche die Zerfalls- 
geschwindigkeit beeinflussen. 


Experimenteller Teil. 


Die Versuche beziehen sich teils auf die Hemmung der 
Saccharasewirkung durch Glucose und F¥gictose vor und nach 
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she Erhitzung der Enzymlésung bei Anwesenheit von Phosphat- 
brt | puffer mit optimaler Aciditét, teils nach Erhitzung bei An- 

wesenheit von Phosphatpuffer und 10°/, Glucose bzw. 10 °/, a 
en [| Fructose in der erhitzten Lésung. a 
st, Zwei verschiedene Enzymlésungen sind zur Anwendung ! 
ng | gekommen, némlich teils das friiher beschriebene Autolysat Z,, 
je. f gewonnen aus Miinchener Léwenbrauhefe nach Vorbehandlung 
Je. B der Hefe mit Rohrzucker (die enzymatische Wirksamkeit des 
ng nicht erhitzten Autolysates entsprach Jf = 2,26), teils ein e 
er- Praparat, gewonnen aus Stockholmer Unterhefe H und durch rs 
ch |) die Adsorptionsmethoden gereinigt. Die Saccharasewirksamkeit a 
lie des Priparates entsprach nach der Dialyse [f= 320 (Saccha- 
ts- — rasewert S.W. = 5,3). Wahrend der Dialyse hatte das Praparat - 


he — eine Inaktiviernng erlitten, entsprechend einem Riickgang des 
im f /f-Wertes von 355 zu 320, wenn bei den Berechnungen in beiden 
It- Fallen das Trockengewicht nach der Dialyse in Rechnung ge- 
78- zogen wurde. Das Priparat ist das beste von uns aus un- 
nit vorbehandelter H-Hefe*) dargestellte Praparat. 

cl Tabelle 1. 

er — 


»  Autolysat L, aus vorbehandelter Léwenbriuhefe. Hemmung durch 
nn. § Fructose und Glucose. 

















in FF 
2 . Reakti bie 
ait Zuckerkonzentration Raniien as ae ton 
Bt geschwindigkeit ta i 
Rohrzucker 0,117 m. 100 i 
er fF Rohrzucker 0,117 m. 69 be 
£3 Fructose 0,22 m. a 
: Rohrzucker 0,117 m. ih 
m a-Glucose 0,22 m. 16 # 
oq Rohrzucker 0,117 m. 15 ‘ne 
es -Gleichgew.-Glucose 0,22 m. iy 
4 i. 





S- 1) Die Angaben von Willstitter, Lowry u. Schneider [Diese ‘ 
Zs. Bd. 146, §. 158 und zwar 8. 161 (1925)] ... ,,Der Invertingehalt der i 
Bierhefe ist ... durch die intensive Girfiihrung nach H. v. Euler und ei 
nach J. Meisenheimer zu Zeitwerten von 120 bis 42 gesteigert. Derart uy j 
war das Ausgangsmaterial von Meisenheimer und besonders fir die 4 

er des Stockholmer Laboratoriums“, sind nicht zutreffend. Vgl. H. v. Euler 

und K. Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1097 (1923): ,,... unserem 
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Die Hemmungsversuche unter Anwendung des nicht er- 
hitzten Priparates J, hatten vorstehende Ergebnisse gegeben.") 

Nach 1 stiindiger Erhitzung bei 59° und in Gegenwart 
von 0,1m. KH,PO, wahrend des Erhitzens ergaben die Hem- 
mungsversuche die in der Tab. 2 mitgeteilten Resultate. Durch 
das Erhitzen war eine Inaktivierung von 23°/, eingetreten. 


Tabelle 2. 


Autolysat L, wihrend 1 Stunde auf 59° erhitzt. Hemmung durch 
Fructose und Glucose. 














p Relative Reaktions- 
Zuckerkonzentration geschwindigkeit 
Rohrzucker 0,117 m. 100 
Rohrzucker 0,117 m. 10 
Fructose 0,22 m. 
Rohrzucker 0,117 m. 15 
a-Glucose 0,22 m. 
Rohrzucker 0,117 m. 15 
Gleichgew.-Glucose 0,22 m. 





Durch fortgesetzte Erhitzung der Lisung wahrend einer jj 
zweiten Stunde wurde die Inaktivierung weiter getrieben. Die | 
so erhitzte Liésung hatte 38°/, ihrer urspriinglichen Aktivitat | 
verloren. Eine merkbare Anderung hinsichtlich der Hemmung | 


durch Glucose und Fructose war aber nicht eingetreten. 


Das weitgehend gereinigte Priparat vom Jf = 320, aus | 
unserer gewdhnlichen H-Hefe dargestellt, zeigte sehr nahe | 
gleich groBe Affinitaten zu den verschiedenen Formen der | 
Glucose und zu der Fructose, wie andere aus dieser Hefe dar- |; 


gestellten Priparate. 


Durch Erhitzen waihrend 1 Stunde bei 59° wurde die | 
Aktivitit des Praparates mit 38°/, ihrer Aktivitit vor der | 
Erhitzung vermindert. Die Inaktivierungskonstante 4, war | 





Ausgangsmaterial Unterhefe H ... (Mittelwert von Jf = 0,2)“, Unser | 
Ansgangsmaterial zur Saccharasedarstellung war also nicht vorbehandelt 
und hatte den Zeitwert gleich etwa 300. | 
1) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 152, 8S. 31 und zwar | 
§. 41 (1926). ; | 








Ba 
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Tabelle 8. 


Priparat 7a KA aus Stockholmer H-Hefe. If = 320. Hemmung 
durch Fructose und Glucose. 

















Zuckerkonzentration Habntiye x nantiane- 
| geschwindigkeit 
Rohrzucker 0,117 m. 100 
Rohrzucker 0,117 m. 72 
Fructose 0,22 m. 
Rohrzucker 0,117 m. 14 
a-Glucose 0,22 m. 
Rohrzucker 0,117 m. 74 
Gleichgew.-Glucose 0,22 m. 





von derselben GréBenordnung wie bei den friiher in diesem 
Laboratorium gefundenen Werten. &, berechnet sich aus den 
angegebenen Daten nimlich zu 35-10-*. Fir das friher 
untersuchte Praparat 8a AA (Jf = 55) wurde k, zu 46-1074 
bestimmt.*) 

Die Hemmungsversuche mit dem teilweise inaktivierten 
Priparat lieBen auch in diesem Falle keine Anderung der 


» Affinitétsverhailtnisse bei der Erhitzung erkennen. Die rela- 


tiven Reaktionsgeschwindigkeiten bei den Hemmungsversuchen 
finden sich in Tab. 4. 


Tabelle 4. 


Priparat 7a KA wihrend 1 Stunde auf 59° erhitzt. Hemmung durch 
_ Fructose und Glucose. 

















. Relative Reaktions- 
Zuckerkonzentration i gawe 
geschwindigkeit 
Rohrzucker 0,117 m. 100 
Rohrzucker 0,117 m. 71 
Fructose 0,22 m, 
Rohrzucker 0,117 m. 15 
a-Glucose 0,22 m. 
Rohrzucker 0,117 m. 15 
Gleichgew.-Glucose 0,22 m. 





) Euler, Josephson u. Myrbick, a.a. O. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLII. 18 
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Die Hemmungsversuche unter Anwendung des nicht er- 
hitzten Priparates J, hatten vorstehende Ergebnisse gegeben.") 

Nach 1 stiindiger Erhitzung bei 59° und in Gegenwart 
von 0,1m. KH,PO, wahrend des Erhitzens ergaben die Hem- 
mungsversuche die in der Tab. 2 mitgeteilten Resultate. Durch 
das Erhitzen war eine Inaktivierung von 23°/, eingetreten. 


Tabelle 2. 


Autolysat L, wibrend 1 Stunde auf 59° erhitzt. Hemmung durch 
Fructose und Glucose. 

















: Relative Reaktions- 
Zuckerkonzentration el 
geschwindigkeit 

Rohrzucker 0,117 m. 100 
Rohrzucker 0,117 m. 10 
Fructose 0,22 m. 

Rohrzucker 0,117 m. 15 
a-Glucose 0,22 m. 

Rohrzucker 0,117 m. 15 
Gleichgew.-Glucose 0,22 m. 


Durch fortgesetzte Erbitzung der Lésung wahrend einer | 
zweiten Stunde wurde die Inaktivierung weiter getrieben. Die | 
so erhitzte Liésung hatte 38°/, ihrer urspriinglichen Aktivitit | 
verloren. Kine merkbare Anderung hinsichtlich der Hemmung | 


durch Glucose und Fructose war aber nicht eingetreten. 


Das weitgehend gereinigte Praiparat vom Jf = 320, aus i 
unserer gewdhnlichen H-Hefe dargestellt, zeigte sehr nahe | 
gleich groBe Affinititen zu den verschiedenen Formen der 
Glucose und zu der Fructose, wie andere aus dieser Hefe dar- | 


gestellten Priparate. 


Durch Erhitzen waihrend 1 Stunde bei 59° wurde die 
Aktivitit des Praparates mit 38°/, ihrer Aktivitit vor der | 
Erhitzung vermindert. Die Inaktivierungskonstante 4, war | 





Ausgangsmaterial Unterhefe H ... (Mittelwert von J/ = 0,2)“, Unser . 
Ansgangsmaterial zur Saccharasedarstellung war also nicht vorbehandelt | 


und hatte den Zeitwert gleich etwa 300. 


1) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 152, S. 81 und zwar | 


8. 41 (1926). 


~ PEAR? 58 RRL IIE TOTP SNES AU ANN OAR ERE RAAT GONE INN Oca 
— | | , . | ar —_ | 
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*" : Tabelle 3. a 
2) Priparat 7a KA aus Stockholmer H-Hefe. Jf = 320, Hemmung 
rt durch Fructose und Glucose. P 
4 : Relative Reaktions- ss 
“ [ iam anenimitann gessheriathehalt a 
Rohrzucker 0,117 m. 100 a 
Rohrzucker 0,117 m. 72 
Fructose 0,22 m. + 
Rohrzucker 0,117 m. 74 i 
| «-Glucose 0,22 m. a 
| Rohrzucker 0,117 m. 74 
| Gleichgew.-Glucose 0,22 m. : 4 } 
| von derselben GréBenordnung wie bei den friiher in diesem nt 
| Laboratorium gefundenen Werten. &, berechnet sich aus den a 
H angegebenen Daten nimlich zu 35-10-*. Fir das friher q 
| untersuchte Praparat 8a AA (Jf = 55) wurde k, zu 46-1074 : 
) bestimmt.) : 
| Die Hemmungsversuche mit dem teilweise inaktivierten 


| Priparat lieBen auch in diesem Falle keine Anderung der 
er |) Affinitatsverhaltnisse bei der Erhitzung erkennen. Die rela- 




















ie |§ tiven Reaktionsgeschwindigkeiten bei den Hemmungsversuchen wh 
at |§ finden sich in Tab. 4. vy) 
Pi a 
Tabelle 4. a 
us Priparat 7a KA wihrend 1 Stunde auf 59° erhitzt. Hemmung durch oe 
he | Fructose und Glucose. ri 
er ‘ Relative Reaktions- a 
r- | Zuckerkonzentration ERP i 
‘ geschwindigkeit y : 
lie ; Rohrzucker 0,117 m. 100 ‘ 
Rohrzucker 0,117 m. a 
er Fructose 0,22 m, a a 
a Rohrzucker 0,117 m. 75 4 
a-Glucose 0,22 m. 4 Ad 
| Rohrzucker 0,117 m. 15 F 
elt | Gleichgew.-Glucose 0,22 m. ‘| 
@ 1) Euler, Josephson u. Myrbick, a.a. O. : 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLII. 
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Versuche iiber die Hemmung durch Fructose und Glucose 
nach Erhitzung in Gegenwart einer dieser Zuckerarten. 


Bekanntlich tibt das Substrat oft eine Schutzwirkung auf 
das Enzym aus, in der Hinsicht, daB bei Gegenwart des Sub- 
strates die Temperaturtoleranz des Enzyms gréBer ist als bei 
Abwesenheit des Substrates. Ahnliche Wirkung wie das Sub- 
strat tiben manchmal auch die Spaltungsprodukte des Sub- 
strates aus. So haben Hudson und Paine?) eine 4hnliche 
Schutzwirkung der Fructose gefunden wie O’Sullivan und 
Tompson’) durch Rohrzucker wahrgenommen hatten. Im 
allgemeinen laBt sich sagen, daB eine weitgehende Parallelitit 
zwischen der Schutzwirkung und der Hemmung der Enzym- 
wirkung durch die betreffenden Stoffe besteht. Die Schutz- 
wirkung diirfte also durch Bindung der Schutzstoffe an das 
Enzym eintreten. 

Wir haben einige Versuche angestellt um nachzupriifen, 
inwieweit die Saccharase sich qualitativ verindert, wenn eine 
teilweise Inaktivierung bei Gegenwart eines solchen Schutz- 
stoffes eintritt. Die Versuche betreffen die Schutzwirkungen 
von Fructose und Glucose auf Saccharase und die Nachpriifung 
der Affinititsverhiltnisse dieser mit den beiden Zuckern be- 
handelten Saccharasen. Von Interesse scheint uns erstens die 
von uns gefundene Tatsache zu sein, daB bei dem untersuchten 
Praparat (Jf = 320) Fructose und Glucose gleich groBe Schutz- 
wirkungen ausiiben. 

Die Inaktivierungsversuche wurden mit Liésungen von 
folgender Zusammensetzung vorgenommen: 


A. 20ccm der Liésung 7a KA, 
5 cem 0,3 m-KH,PO,-Lésung, | 
2,5 g Fructose. 

B. 20ccm der Lésung 7a KA, 
5eem 0,3 m-KH,PO,-Lésung, 
2,5 g Glucose. 





’) Hudson u. Paine, Amer. Chem. Soc. Bd. 82, S. 988 (1911). 
%) O'Sullivan u. Tompson, Trans. Chem. Soc. Bd. 57, S. 834 
(1890). 
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Diese Liésungen wurden wihrend 1 Stunde in den auf 59,5° 
erhitzten Thermostaten eingesenkt. Dann wurden die Lésungen 


in Kollodiummembranen wihrend eines Tages dialysiert, um 
die Enzymlésungen von den gelésten Zuckern zu befreien. Die 
Untersuchung der Aktivitit der beiden Lésungen ergab als 
Resultat, daB der Verlust an Aktivitit in beiden Fallen gleich 
war. Es wurden namlich bei beiden Lésungen 57°/, der 
vor dem Erhitzen vorhandenen Aktivitit wiedergefunden. 


Tabelle 5. 


Priparat 7a KA mit Fructose erhitzt. Hemmung durch Fructose 
und Glucose. 














Relative 
. . igs | Anfangs- 
Zuckerkonzentration Min. Drehung k-10 geschwin- 
digkeit 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (2,65) (190) 100 
0,5 2,58 a 
10 1,29 214 
15 0,74 228 
20 0,31 240 
co —0,85 abe 
Robrzucker 0,117 m. 0 (—1,15) (140) 14 
Fructose 0,22 m. 0,5 — 1,20 — 
10 —2,15 146 
15 — 2,55 148 
20 —2,91 152 
00 — 4,65 — 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,63) (145) 76 
a-Glucose 0,22 m. 0,5 4,58 ~~ 
10 8,60 151 
15 3,20 152 
20 2,82 158 
00 1,18 an 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,70) (140) 14 
Gleichgew.-Glucose 0,22 m. 0,5 4,65 
10 3,70 146 
15 8,30 14g 
20 2,92 154 
00 1,20 — 














Die Schutzwirkung durch eine Zuckerart scheint aber von 


solcher Art zu sein, daB eine Anderung an relativer GréBe 
18* 





ial 
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der zwei Teilaffinititen des Enzyms zu Fructose einerseits 
und Glucose andererseits bei der Hitzeinaktivierung nicht ein- 
tritt. Die in den Tabellen 5 und 6 mitgeteilten Versuche 
zeigen namlich, daB die Hemmung der Enzymwirkung der 
beiden erhitzten Lésungen mit der betreffenden Hemmung der 
Wirkung der nicht erhitzten Lésung in Ubereinstimmung ist. 


Tabelle 6. 


Priparat 7a KA mit Glucose erhitzt. Hemmung durch Fructose 
und Glucose. 


























: Relative 
Zuckerkonzentration Min. | Drehung | &-10* pont 
digkeit 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (2,65) (190) 100 
0,5 2,58 an 
10 1,29 214 
15 0,74 228 
20 0,84 234 
@ — 0,85 on 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (— 1,06) (142) 75 
Fructose 0,22 m. 0,5 —1,11 — 
10 — 2,06 146 
15 —2,47 149 
20 —2,80 149 
a —4,56 one 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,67) (142) 15 
a-Glucose 0,22 m. 0,5 4,62 — 
10 3,68 153 
15 3,20 158 
20 2,81 164 
a 1,17 _ 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (4,76) (142) 15 
Gleichgew.-Glucose 0,22 m. 0,5 4,71 —_ 
10 8,78 151 
15 8,80 156 
20 2,93 160 
wo 1,26 — 
Ergebnisse. 


Es wurde gezeigt, da8 durch teilweise Warmeinaktivierung 
der Saccharase in waBriger Lésung und bei optimaler Aciditit 
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keine Anderung in den Affinitiiten der Saccharase zu den ver- 
schiedenen Formen der Glucose und zu der Fructose eintritt. 
Auch die Warmeinaktivierung bei Gegenwart von Glucose oder 
Fructose als Schutzstoff hat keine nachweisbare Anderung der 
Affinitatsverhaltnisse zur Folge. Wenn die Hitzeinaktivierung 
der Saccharase auf eine Anderung (Denaturierung) des als 
»kolloider Trager“ bezeichneten Teils des Enzymkomplexes 
zurickgefihrt werden kann, diirfte also diese Peraturierung 
keine Anderung der spezifischen Eigenschaften der von uns 
als substratbindenden Gruppen bezeichneten Teile des Enzyms 
herbeifiihren. 











Zur Kenntnis der Reduktase (Dehydrogenase) der Hefen. ITI. 


Von 
Hans v. Euler und Ragnar Nilsson. 
Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. Dezember 1926.) 








Wie in der vorhergehenden Mitteilung*) dargelegt, streben 
wir zundchst eine erweiterte Kenntnis des Aktivators an, 
welchen wir als Co-Reduktase bezeichnet haben. Zu seiner 
Charakterisierung und in erster Linie zur Verfolgung der 
Reinigung war es erforderlich, diejenigen Bedingungen aus- 
findig zu machen, unter welchen aus kinetischen Messungen 
die Aktivitit bzw. die Menge dieses Aktivators in den unter- 
suchten Praparaten hervorgeht. Die Feststellung der Be- 
dingungen, unter welchen Aktivitat bzw. Konzentration der 
Co-Reduktase gemessen bzw. angegeben werden muB, war das 
Ziel der hier zu beschreibenden Versuche. 

Zur Methodik: Unsere Versuchsanordnung war dieselbe 
wie in unseren fritheren Mitteilungen; besonders haben wir 
trotz mancher Bedenken also noch, wie Thunberg und seine 
Schule den Zeitpunkt der totalen Entfarbung abgelesen, um 
die Normalbedingungen der Messung und Charakterisierung so 
einfach als méglich zu waihlen. Die Methylenblaukonzentration 
betrug 0,5 g Mb per Liter. Als Co-Reduktasepriparat wurde 
za allen Versuchen das in unseren friiheren Mitteilungen er- 
wahnte, von Myrbick dargestellte Z-Priparat benutzt. 





1) H. v. Euler u. R. Nilsson, Diese Zs. Bd.15i, §, 155 (1926). — 
Siehe auch 1. Mitteil. Diese Zs. Bd. 149, 8S. 44 (1925). 
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Samtliche Versuche sind im Milchglasthermostaten bei 20° 
angestellt. 


I. EinfluB der Hefenmenge (Reduktasekonzentration) 


Lésungen a): 1 cem Z-Prip.-Lés. + 5 cem 0,3 mol. Na,HPO, (pq = 8,4) 
+4cem H,O. 
Suspension b): 2 g ausgewaschene Trockenhefe H + 5 cem H,0O. 




















Zusammensetzung der Reaktionsmischung mein lisg 
se zu 1 cem Lésung a) + 0,5 cem Mb-Lés _ 

. — Minuten 
ia: 2 1 cem Suspension b) 25; 25 
3u. 4 0,75 cem Suspension b) + 0,25 cem Wasser 29; 29 
5u. 6 | 0,50 ,, b) +.0,50 _,, - 32: 381 
Tu. 8 0,25 ,, ” b) + 0,75 ,, ” 49; 49 
9u.10 | 9,15 ,, " b) + 0,85 _,, i 85; 85 
11u.12 | 0,10 ,, - b) + 0,90 _,, ne 120; 120 





i. 
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N 
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os q 
com Reduktase-Préip.-Lgs. | 
Fig. 1. 


| Aus der Kurve der Fig. 1 geht hervor, daB bei kleinen 
Hefe- (Enzym-) Mengen die Reaktionsgeschwindigkeit der Hefe- 
konzentration proportional ist. Bei gréBeren Hefemengen per 
Volum Reaktionsmischung strebt die Reaktionsgeschwindigkeit 
einem Maximum zu. 


~<a 
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Widmark?) hat fiir Succinodehydrogenase aus Pferde- 
und Rindermuskuiatur bei geringen Enzymkonzentrationen (und 
UberschuB von Bernsteinsiure) Proportionalitét zwischen Enzym- 
konzentration und Reaktionsgeschwindigkeit gefunden, und 
dieser Befund ist von Ahlgren?) bestitigt worden. 

Es muB ausdriicklich hervorgehoben werden, daB bei 
unseren obigen Versuchen kein Succinat hinzugesetzt wurde. 
Der Wasserstoffdonator wird also von der Hefe geliefert; mit 
anderen Worten: Mit der Hefenmenge wird bei unseren Ver- 
suchen gleichzeitig der temperaturempfindliche Reduktions- 
katalysator und der Wasserstoffdonator variiert, so daB zu 
unserer Versuchsreihe noch eine weitere mit Succinatzusitzen 
erforderlich wire. 








: Minuten 








SA. 
Ze 
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05 ccm Coredukfaseprap. 7 
Fig. 2, (Zu Tabelle S, 265). | 


Anderseits ist durch unsere Versuche, bei welchen die 
zelleigenen Stoffe der Hefe als Donatoren zur Wirkung kommen, 





1) Widmark, Skand. Arch. Physiol. Bd. 41, §. 200 (1921). 
*)}Ahligren, Zur Kenntnis der tierischen Gewebsoxydation. 
Akad. Abh. Lund (1925). 
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ein naherer Anschlu8 an die in der Zelle tatsachlich vor- 
handenen Verhiltnisse erreicht. Die Kurve der Fig. 1 zeigt 
iibrigens, da8 unter den gewahlten Versuchsbedingungen, be- 
sonders bei den verhiltnismaBig kleinen Konzentrationen von 
Methylenbau auch ohne besondere Donatorzusitze ein ziem- 
lich groBes Gebiet der Proportionalitit zwischen Hefekon- 
zentration nnd Reaktionsgeschwindigkeit besteht. 

Die Konzentrationen des Substrates (des Methylenblaus) 
sind bei der gewdhnlichen Versuchsanordnung sehr gering, ver- 
hiltnismaBig viel geringer als bei hydrolytischen Enzym- 
reaktionen, etwa bei der enzymatischen Inversion des Rohr- 
zuckers. Wir haben uns deshalb auch fiir unsere Hefen- 
versuche davon iiberzeugen wollen, da8 es sich hier tiberhaupt 
um einen katalytischen Vorgang und nicht um die stéchio- 
metrische Wirkung eines in der Hefe vorhandenen Reduktions- 
mittels handelt. Es wurde deswegen folgender Versuch 
angestellt: 

Nachdem die Reaktionsmischungen 1—12 der obigen 
Versuchsserie entfirbt waren, wurden sie durch mehrmaliges 
Schiitteln mit Luft wieder oxydiert, worauf die Réhren wieder 
evakuiert wurden. Es zeigte sich dann, da8 in samtlichen 
Réhren wieder schnell Entfairbung eintrat. 


Nr. Entfarbungszeit in Minuten 
a. 2 12,0; 12,0 
3u. 4 18,5; 16,0 
bu. 6 18,0; 18,0 
Tu. 8 29,0; 37,5 
9 u. 10 43,0; 51,0 
11 u. 12 55,0; 43,5 


Probe 3 wurde nach Entfarben mit 1 ccm der 0,05°/,igen 
Mb-Lésung versetzt; nach 6 Stunden war aufs neue Ent- 
farbung eingetreten. 

Probe 1. Zusatz von 0,1 g Mb und 2 ccm Wasser. Nach 
4 Tagen war die Farbung noch sehr stark. 

Probe 2. Zusatz von 0,1 g Mb und 2 ccm Na-Succinat- 
lésung, welche 0,1 g Bersteinsiure enthielt. Nach 4 Tagen 
war die Farbung erheblich schwicher, als dem Gehalt an 
0,0005 g Mb entspricht. 
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Dieser vorliufige (bei 15° ausgefiihrte) Versuch soll bald 
unter genauer definierten Versuchsbedingungen wiederholt 
werden. Doch kénnen aus dem vorliegenden Ergebnis bereits 
einige Schliisse gezogen werden. 

1. Fir gréBere Methylenblaumengen enthilt die angewandte 
Hefemenge nicht genug Wasserstoffdonatoren; dieselben werden 
durch Na-Succinat erginzt. Friihere Versuche?) hatten gezeigt, 
daB bei der gewéhnlichen Methylenblaukonzentration und bei 
Verwendung von ausgewaschener Trockenhefe als Reduktase- 
praparat Succinatzusatz keinen merkbaren HinfluB hat. 

2. DaB in Probe 2 die verhiltnismaBig groBe Mb-Menge 
von 0,0003 g-Mol. durch 0,2g ausgewaschener Hefe reduziert 
werden konnte, macht es wahrscheinlich, daB es sich um eine 
katalytische Reduktion handelt, bei welcher teils die eigenen 
Wasserstofidonatoren der Hefe, und teils das zugesetzte 
Succinat stéchiometrisch verbraucht werden. 


Il. EinfluB der Konzentration der Co-Reduktase. 
Suspension: 2g ausgewaschene Trockenhefe H + 5 cem Na,HPO,-Lés. 














N Zusammensetzung der Reaktionsmischung Entfirb +t 
“Tzu teem Suspension + 0,5 com Mb-Lésung cai os 
lu. 2 i cem Wasssr nog Ll gayi 
Zu. 4 1 ,, Z-Prip.-Lés. a5: 75 
Sa. 67075 ,, ‘ + 0,25 com Wasser 10,5; 10,5 
Tu. 810,50 _,, + +050 ,, & ek SS 
9u.10 40,25 ,, ‘ +0,75 ,, - 20,0; 20,0 
11 u. 12 ]0,10_,, “ +600 ,, i. 35,0; 35,0 
13 u.14 10,05 ,, 9 + 0,95 ,, A 41,0; 41,0 
15 u. 16 | 0,01 _,, ” + 0,99 ,, ” 55,0; 55,0 








Bis zu einer gewissen oberen Grenze ist also die 
Reaktionsgeschwindigkeit der Co-Reduktase-Konzentration pro- 
portional. ”) : 

Unsere Fig. 3 macht die Beziehung zwischen Methylen- 
blaukonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit anschaulich. 





1) H. vy. Euler u. R. Nilsson, Diese Zs. Bd. 149. S. 49 (1925). 
*) H. v. Euler u. R. Nilsson, Diese Zs. Bd. 151, 8. 155 (1926). 
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Ii, Einflu8 der Methylenblaukonzentration. 
Suspension: 2g ausgewaschene Trockenhefe H + 5 cem Na,HPO,. 


























Nr Zusammens. d. Reaktionsmischung ee Mg Mb 
. c zei 
zu 1 ccm Susp. + 0,5 cem Z-Lés. Minuten | Minuten 
lu. 2 1eem Mb-Lés. 17 0,0294 
3u. 410,25 ,, Wasser + 0,75 cem Mb-Lés. | 13 0,0289 
5u. 610,50 ,, hee SG 10 0,0250 
Tu. 810,75 ., » + OR ; 1 0,0179 
9u.10 40,90 ,, » +010, ‘ 7 0,0071 
11 u. 12 | 0,95 _,, » +*-0,05 ,, ” 7 0,0036 


Im Gebiet der kleinen Mb-Konzentrationen scheint mit recht 
groBer Annaherung Proportionalitit zwischen Mb-Konzentration 
und Reaktionsgeschwindigkeit zu bestehen. 


Der Einflu8 der Mb- 
Konzentration auf die 
Entfarbungszeit ist schon 
mehrfach untersucht wor- 
den, so von Widmark, 
Ohlsson, Wishart; be- 
sonders hervorgehoben = gazol- 
seien die Versuche von 
Dixon und Thurlow 
sowie von Ahlgren. 

Unser Ergebnis steht 
mit dem von Ahlgren 
in recht guter Uberein- “| / 
stimmung. Ahlgren ent- 
nimmt seiner diesbeziig- 
lichen Versuchsreihe, 

,daB die Entfarbungszeit r 
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mg Methyienbiau 
Entfirbungszeit in Min, 












































in diesem Falle keines- SSE m ‘ : . 
wegs der Mb-Menge pro- cemMethylenble —* 
portional und von der Mb- > 


Konzentration unabhingig ist. Wie aus der Tabelle und Kurve 
(a. a. O., S, 22) hervorgeht, ist die Entfarbungszeit bei héheren 
Mb-Konzentrationen relativ kirzer als bei niedrigeren, die 
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Reaktionsgeschwindigkeit steigt also mit der Mb-Konzentration, 
wenn sie derselben auch nicht proportional ist (dies befindet 
sich in vélliger Ubereinstimmung mit den Dixonschen und 
Thurlowschen Xanthinaseversuchen mit hoher Substrat- 
konzentration)“. 

Die Kinetik der Reduktasewirkung bedarf noch in weiteren 
Versuchen der Aufklirung; insbesondere bleibt noch die be- 
reits von Thunberg und seinen Schiilern besprochene Frage 
nach der Spezifitit von Dehydrogenasen*) zu beantworten, und 
im AnschluB daran die Wirkungen verschiedener Wasserstoff- 
donatoren und ihrer Oxydationsprodukte*) zu _ vergleichen. 
Zur Prifung und Wertbestimmung der Hefen-Co-Reduktase 
halten wir uns einstweilen an eine bestimmte Menge ausge- 
waschener Trockenhefe (entsprechend 0,2 g nicht ausgewaschener 
Hefe), welche den enzymatischen Katalysator enthalt und kenn- 
zeichnen die Wirksamkeit von Co-Reduktasepriparaten durch 
den Ausdruck 


ae mg Methylenblau 
A Co Red = Entfarbungszeit g Trockengewicht 





wo sich das Trockengewicht auf die (enzymfreie) Lésung des 
Co-Reduktasepriparates bezieht. Natiirlich hat man sich bei 
der Verwendung dieser Formel innerhalb derjenigen Konzen- 
trationsgrenzen zu halten, in welchen nach den Kurven der 
Fig. 1—3 Proportionalitat zur Reaktionsgeschwindigkeit besteht. 
Ferner ist der EinfluB des Hemmungskérpers in obigem Aus- 
druck nicht beriicksichtigt; derselbe mu8 also bei Gegenwart 
emes Hemmungskérpers eine entsprechende Erginzung er- 
fahren. 





1) Vgl. z.B. Ahlgren, C. R. Soc. Biol. Bd. 87, S. 1409 (1923). 
*) Vgl. hierzu Thunberg, Skand. Arch. Physiol. Bd. 48, 8. 275 (1923). 
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Studien tiber Polypeptide, an deren Aufbau Glutaminsdure 
beteiligt ist, und Derivate von solchen. 
Von 
Emil Abderhalden und Ernst Rossner. 


| (Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung 
der Wissenschaften.) 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. Dezember 19265.) 





Hine Reihe von Versuchen, die das Verhalten von Poly- 
peptiden und ihren Estern festzustellen zum Ziele hatten, er- 
gaben Produkte, die nach ihrem ganzen Verhalten als das 
Resultat von Kondensationen zu hdher molekularen Ver- 
bindungen zu betrachten sind. Es gelang jedoch zumeist 
nicht, die vor sich gegangenen Umwandlungen eindeutig auf- 
zukliren und die Struktur der gewonnenen Verbindungen fest- 
zustellen. Wir werden bei anderer Gelegenheit auf Be- 
obachtungen dieser Art eingehen. Sie sprechen fir bisher 
unbekannte Umlagerungen. Solange es jedoch nicht méglich 
ist, die gemachten Annahmen durch entsprechende Befunde 
zu erharten, sehen wir davon ab, die erwihnten Versuche zu 
schildern. Wir hofiten, durch Kombination von Aminosiuren 
mit Glutaminsaure und Herstellung des entsprechenden Di- 
peptidesters zu Produkten gelangen zu kénnen, die Konden- 
sationen darstellen und zugleich in ihrer Struktur aufklarbar 
sind. Ferner hofften wir, tiber die entsprechenden Anhydride Ver- 
bindungen gewinnen zu kénnen, die eine Kombination von solchen 
mit Polypeptidketten darstellen. Das angestrebte Ziel ist 
auf dem eingeschlagenen Wege nicht erreicht worden. Wohl 
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wurden Produkte erhalten, die nach ihren ganzen Eigenschaften 
als héher molekulare Kondensationsprodukte aufzufassen sind, 
jedoch gelang ihre reine Darstellung trotz aller Bemihungen 
nicht. Wir hoffen; auf anderem Wege das angestrebte Ziel 
zu erreichen. Bei diesen Forschungen sind einige Verbindungen 
und Derivate von solchen gewonnen worden, die bis jetzt noch 
nicht bekannt sind. Es sind dies: d,l-Bromisocapronyl- 
d-glutaminsiurediathylester, d,l-Leucyl-d-glutamin- 
siureanhydridester, d,l-Leucyl-d-glutaminsaiure- 
anhydrid, d,l-Bromisocapronyl-d-glutaminsdure- 
dimethylester, d,l-Leucyl-d-glutaminanhydrid, Ben- 
zoylglutaminsduredthylester, Benzoyl-glutaminsaure- 
methylester, Benzoylglutaminsaiurediamid und d,|1- 
Leucylasparaginanhydrid. Ferner ist eine einfache Methode 
zur Gewinnung von Pyrolidoncarbonsaiureamid untergeteilt. 


d,1-Bromisocapronyl-d-glutaminsaurediathylester. 


10 g Glutaminsaurechlorhydrat wurden mit Alkohol und 
Salzsiure verestert. Zur Entfernung der Salzsiure wurde 6fter 
mit absolutem Alkohol aufgenommen und im Vakuum weit- 
gehendst eingedampft. Das zuriickbleibende sirupése, schwach 
gelblich gefairbte Esterchlorhydrat wurde in Chloroform ge- 
lést — woraus es leicht in langen seidenglinzenden Nadeln 
erhalten werden kann —, in einer Kaltemischung gut gekiihlt, 
mit der zur Infreiheitsetzung des Esters notwendigen Menge 
n/2-Natronlauge versetzt und gut umgeschiittelt. Ferner wurden 
15 g (statt der berechneten 14 g) Bromisocapronylbromid mit 
50 ccm Chloroform verdiinnt und — immer unter Kiihlung — 
die Halfte dieser Lésung aus einer Biirette zu obiger Mischung 
hinzugefiigt. In der Chloroformlésung vollzog sich dann die 
gewiinschte Reaktion. Um den hierbei entstehenden salzsauren 
Glutaminsiureester wieder nutzbar zu machen, wurden unter 
Schiitteln abwechselnd 20 ccm einer 3/n-Sodalésung und der 
Rest der obigen Bromisocapronylbromidlésung zugegeben. Zum 
Schlu8 wurde das Chloroform abgehoben, mit Natriumsulfat 
gut getrocknet und das Chloroform abdestilliert. Zur Ent- 
fernung der letzten Chloroformmengen wurde noch einige Male 
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mit absolutem Ather aufgenommen und — zuletzt im Vakuum 
— abdestilliert. Das zuriickbleibende leicht braunlich gefirbte 
61 konnte im Hochvakuum destilliert werden, wo es bei 153° 
unzersetzt iiberging. Das so gereinigte Kuppelungsprodukt 
bildet ein farbloses Ol mit einem Stich ins Gelbe, ist von 
angenehmem Geruch und intensiv bitterem Geschmack. 


Br: 2,833 mg Substanz gaben 1,353 mg AgBr. 
N: 0,11386 g »  verbraucht. 2,76 cem n/10-Siéiure (Kjeldahl). 


Berechnet fiir 
CHa 
>CH-CH,- CHBr-CO-NH-CH-C000,H, 
CH, 
CH, 
CH,-COOC,H, 
C,;H,,NO;Br (Mol.-Gew. 380,23) 


Br 21,02 °/, N 3,68 %, 
Gef. ,, 20,33 » 3,40 


Aminierung des d,l-Bromisocapronyl-d-glutaminsaure- 
diathylesters. 


djj-Leucyl-d-glutaminsaureanhydrid ester. 


Der Bromisocapronylglutaminsiureester wurde in der 
Stépselflasche mit der 8—10fachen Menge alkoholischem 
Ammoniak versetzt und die Lésung 3—4 Tage im Brutzimmer 
stehen gelassen. Das Ende der Aminierung kann man ohne 
Titration daran erkennen, daB sich die beim Verdiinnen einer 
Probe mit Wasser entstehende Triibung in Salpetersiure lést. Die 
Lésung wurde im Vakuum zur Trockne verdampft, in wenig 
Alkohol gelést, mit Ather gefallt, abfiltriert und der Riickstand 
in heiBem Wasser gelést. Beim langsamen Erkalten scheiden 
sich wetzstein- bis schwertférmige, meist biischelférmig an- 
geordnete Krystalle ab, die sofort abgesaugt werden. Schmelz- 
punkt 214—215° Das Produkt ist in Ather und kaltem Wasser 
praktisch unléslich, schwer léslich in Benzol, léslich in Alkohol, 
Chloroform und Pyridin. Auf Lackmus gebracht, reagiert es 
ganz schwach sauer. Es schmeckt schwach bitter, gibt mit 
Pikrins’ure nur sehr schwache, mit Dinitrobenzoesiure dagegen 
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starke Reaktion. Die Ninhydrinprobe fallt negativ aus, wird 


jedoch positiv, wenn man vorher mit einigen Tropfen n/10- 
Alkali kocht. 
C,H: 4,030 mg Substanz gaben 8,470 mg CO, u. 3,050 mg H,0. 
N: 4,245 mg ‘ » 0,397 com N (21°, 748 mm). 


Berechnet fiir 
CH,COOC,H, 


bn, 


CH, C,3H NO, (Mol.-Gew. 270,26) 


C 517,57 %/, H 8,19 %, N 10,87 °/, 
Gef. ,, 57,34 » 8,47 » 10,69 


d, 1-Leucyl-d-glutaminsdureanhydrid. 


Die noch warme Mutterlauge des Leucylglutaminsiure- 
anhydrid-esters schied beim Erkalten noch eine weitere Menge 
Krystalle ab, die den Schmelzp. 196—200° zeigten, unter dem 
Mikroskop nicht ganz einheitlich erschienen, in ihrem Verhalten 
und in ihren Léslichkeitsverhaltnissen sonst aber ganz den oben 
erhaltenen glichen. Die Analyse zweier Proben ergab fiir: 
C 56,25 und 56,53°/,; H 7,82 und 7,969/,; N 11,16 und 11,08°/,. 
Es lag nun die Vermutung nahe, daB das vorliegende Produkt 
ein Gemisch von Leucylglutaminséureanhydrid und dessen Ester 
war. Eine Trennung mittels fraktionierter Krystallisation 
fiihrte nicht zum Ziel. Erhitzt man dagegen das Gemisch im 
SchieBrohr mit Wasser 8 Stunden lang auf 140°, so wird der 
Ksteranteil verseift und es resuliert reines Leucylglutaminsiure- 
anhydrid von Schmelzp. 203°. Es krystallisiert in derben kurzen 
Nadeln, verhalt sich aber sonst — auch in der Reaktion gegen 
Lackmus — genau wie sein Ester. 
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C,H: 8,990 mg Substanz gaben 2,795 mg H,O u. 7,960 mg CO,. 


N: 4,600 mg a. » 0,473 com N (21°, 747 mm). 

Berechnet fiir 

CH,:COOH 

H, 

la YOHCON,-CHC OH 6 

se RPO 4 H,- ci. il isN.O, (Mol.- ew. 242,22) 

C 54,52 %/, H 7,49 %, N 11,53 °/, 

Gef. ,, 54,48 » 7,84 » 21,04 


d,l-Bromisocapronyl-d-glutaminsaiuredimethylester. 


Er wurde analog dargestellt wie der Athylester und geht, 
im Hochvakuum destilliert, bei etwa 133° als sehr viskéses, 
bitter schmeckendes Ol, von aromatischem Geruch. iiber. Es 
ist schwach gelb gefairbt und zeigt eine starke, griine Fluo- 
rescenz. 

Br: 4,825 mg Substanz gaben 2,495 mg AgBr. 


N: 0,13827 g . » 9,68 n/10-Saure. 
Ber. fir C,,H,.NO;Br (Mol.-Gew. 352,18) 
N 4,07 °/, Br 22,69 °/, 

Gef. ,, 3,89 y 22,01 


Aminierung des d,l-Bromisocapronyl-d-glutaminsaure- 
methylesters. 


Leucyl-glutaminanhydrid. 


Man lést den Ester in Alkohol und versetzt mit ungefahr 
dem doppelten Volumen 25°/,igen Ammoniaks und aminiert, 
wie iiblich, in der Stépselflasche bei 37°. Nach 2—3 Tagen 
ist alles Brom in dissoziierter Form abgespalten. Nun dampft 
man ein, wobei sich kleine Mengen eines krystallinen Produkts 
ausscheiden. Dann nimmt man mit Alkohol auf und dampft 
in der Porzellanschale auf dem Wasserbad stark ein. Beim 
abermaligen Aufnehmen mit Alkohol hinterbleibt ein flockiger 
Riickstand, der abfiltriert wird. Man wiederholt das Aufnehmen 
mit Alkohol, Abfiltrieren und EKindampfen noch einige Male 
bis sich alles in Alkohol klar lést. Die vereinigten Nieder- 
schlige werden in wenig Wasser gelést und mit Alkohol ver- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLII. 19 
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setzt. Nach einigem Stehen krystallisieren breite, meist biischel- 
formig angeordnete Nadeln aus, die unter dem Mikroskop mit 
kleinen warzenformigen Krystallen vermengt sind. Suspendiert 
man nun diese Nadeln in etwas Alkohol und laBt tiber Nacht 
stehen, so zeigt sich, daB die Nadeln quantitativ in Warzchen 
iibergegangen sind. Ein Zusatz von Ather verhindert diese 
Umwandlung. Andererseits konnte man auch einmal durch 
Lésen der Warzchen in Wasser und Versetzen mit Alkohol 
vereinzelte Nadeln erhalten. Beide Formen zersetzen sich 
beim Erhitzen im Capillarréhrchen bei 252°. Die Krystalle 
geben negative Ninhydrin- und positive Pikrinsaiurereaktion. 
Mit NaOH gekocht, entwickelt sich NH,. 


C,H: 4,845 mg Substanz gaben 3,430 mg H,O u. 9,698 mg CO,. 


N: 0,0895 g i » 5,03 n/10-Siure. 
Berechnet fir 
Feit 
CH, 
bao \\cn.cH,- CHO 
PN ea co” , 2° C a C,,HigN;0, (Mol.-Gew. 241,24) 
C 54,62 /, H 7,92 °/, N 17,38 9, 
Gef. ,, 54,58 ee rie 


Der bei der Aminierung erhaltene in Alkohol lésliche Teil 
wurde zur Entfernung des NH,Br mit Silbersulfat und Baryt 
zerlegt. Es resultiert ein hellgelber Sirup, der beim Trocknen 
im Vakuumexsiccator ein gelblich gefairbtes, hygroskopisches 
Pulver liefert, das in Wasser, Alkohol und Pyridin leicht und 
in den tibrigen Lésungsmitteln nicht léslich ist. Die letzteren 
fallen es aus seiner Lésung in Wasser (Aceton) bzw. in Alkohol 
und Pyridin amorph aus. Das Produkt zeigt einen wenig 
einheitlichen Charakter. Es gibt positive Ninhydrinreaktion, 
stark positive Pikrinsiurereaktion, sowie auch positive Biuret- 
reaktion. 

Eine Molekulargewichtsbestimmung ergab bei 0,4853 g 
Substanz in 6,824 g Kisessig gelést, eine Gefrierpunktsdepression 
von 1,14°, woraus sich ein Molekulargewicht von 244 berechnet. — 
Die viele Wochen itiber Phosphorpentoxyd gestandene Substanz 
ergab einen N-Wert von 15,38°/, und sinterte beim Erhitzen 
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im Capillarréhrchen bei 70—80°, bei 100° zeigt es eine Gas- 
entwicklung, die an den Glaswandungen mit entwissertem 
Kupfersulfat eine Blaufarbung verursacht, so daB das entwickelte 
Gas héchstwahrscheinlich als Wasserdampf angesprochen 
werden mu8. Hin langeres Erhitzen bedingt Zersetzung unter 
Braunfarbung. Das erhaltene Produkt ist dann nur noch teil- 
weise wasserléslich. 

Die urspriingliche Substanz wurde nun in Wasser gelist 
und mit Phosphorwolframsiure gefallt und der Niederschlag 
mit Baryt zerlegt. Der so erhaltene Kérper wurde in Alkohol 
gelist und mit Ather versetzt, wobei er als gelber klebriger 
Niederschlag ausfiel, der sich jedoch nach dem Trocknen im 
Vakuumexsiccator leicht pulvern lieB. Das leicht gelbliche 
Pulver zeigte alle Reaktionen des noch nicht mit Phosphor- 
wolframsaéure behandelten Kérpers. Mit Natronlauge gekocht, 
entwickelt sich Ammoniak. Zur Analyse wurde die Substanz 
im Vakuumirockenapparat beim Siedepunkt des Hssigesters 
getrocknet. 

0,0538 g Substanz verbrauchten 6,16 cem n/10-Séiure (Kjeldahl). 

3,985 mg ‘s lieferten 3,015 mg H,O u. 7,472 mg CQ,. 

Gef. C 51,15 °%, H 8,47 °/, N 16,04 %/,. 
Molekulargewichtsbestimmung: 


0,1903 g Substanz in 5,106 g Eisessig gelést, gaben eine Gefrier- 
punktsdepression von 0,45°. 


Gef. Mol.-Gew. 323. 


Benzoyl-d-glutaminsaureathylester. 


Glutaminsiureester aus 6 g Glutaminsiure wurde in Chloro- 
formlésung mit 6 g Benzoylchlorid und 80 ccm wiBriger 
n-Sodalésung geschiittelt, wobei, wie tiblich, Benzoylchlorid und 
Sodalésung portionsweise zugesetzt wurden. Die im Scheide- 
trichter abgetrennte Chloroformschicht wird auf dem Wasser- 
bad nach dem Trocknen mit Natriumsulfat eingedampft. Beim 
Erkalten erstarrt der Riickstand nach einiger Zeit zu einer 
weiBen Masse. Zwecks Entfernung noch anhaftender Spuren 
von Benzoylchlorid krystallisiert man zweimal aus Ligroin um, 


bzw. lést in Alkohol und fallt mit Wasser. Beim Auskrystalli- 
19* 
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sieren bildet das Reaktionsprodukt ganz feine und sehr lange 
verfilzte Nadeln von watteihnlichem Gesamtaussehen. Selbst 
ganz verdiinnte Lésungen (1:1000 und weniger) durchsetzt das 
Produkt beim Auskrystallisieren aus Wasser, Ligroin und 
Petrolither vollkommen, so daB man den Eindruck einer 
Gallerte hat. Es lést sich in Wasser kaum, leichter in Ligroin und 
Petrolather und spielend in allen anderen organischen Lésungs- 
mitteln. Beim Erhitzen im Capillarrohr schmilzt es gegen 
73—74° Seine spez. Drehung wurde zu + 17,8° ermittelt, 
da 0,1121 Substanz, die in Chloroform gelést 1,2406 g Gesamt- 
gewicht der Lésung und ein spez. Gew. von 1,557 ergaben, im 
Mikrodezimeterrohr 2,50° nach rechts drehten. 


C,H: 6,041 mg Substanz gaben 13,730 mg CO, u. 3,684 mg H,0. 
N: 0,1191 g Me » 98,92 n/10-Séure. 


Berechnet fiir 
CH——NH-COOC,H, 


CH, boo,n, 
| C,,H.,NO,; (Mol.-Gew. 307,26) 
CH,—CO0O0C,H, 
C 62,51 %/, H 6,89 %/, N 4,56 %/, 
Gef. ,, 62,01 »» 6,82 » 4,61 


Der Ester destilliert im Vakuum bei etwa 290° Bad- 
temperatur unzersetzt (charakteristische Krystallform beim 
Unmkrystallisieren aus Ligroin, Schmelzp. 71—%3°,  spez. 
Drehung 16,7°). | 

Der Ester destilliert bei gewéhnlichem Druck, mit freier 
Flamme erhitzt, bei 330° als gelbe Fliissigkeit itiber, die salben- 
artig sich verfestigt. Sie gibt anfanglich eine deutlich positive 
Pikrinsiurereaktion, die bei langerem Stehen merklich schwiacher 
ausfallt. Aus dem salbenartigen Destillat konnten durch Lésen 
in Alkohol und versetzen mit Petrolither groBe, derbe, prismen- 
férmige Krystalle isoliert werden, die gereinigt den Schmelz- 
punkt 77—78° zeigten. Die optische rans: ergab, dab 
sie vollkommen inaktiv waren. 

C,H: 5,815 mg Substanz gaben 13,875 mg CO, u. 8,565 mg H,0. 

N: 0,0825 g 9 % 2,77 n/10-Séure. 

Gef. C 62,75 °/, H 6,70 °/, N 4,70 °/,. 
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Es lag also offensichtlich der urspriingliche Ester in 
razemisierter Form vor. 

Erhitzt man den urspriinglichen Ester mit alkoholischem 
Ammoniak im Bombenrohr langere Zeit (6 Stdn.) auf 80—90°, 
dampft ein, nimmt mit etwas Alkohol auf und versetzt mit 
Ather, so scheiden sich kleine wirzchenférmige Krystalle aus, 
die aus Alkohol langsam umkrystallisiert in feinen drusen- 
formigen Nadelaggregaten herauskommen. Schmelzp. 202—204°. 


C,H: 4,989 mg Substanz gaben 2,740 mg H,O u. 10,515 mg COQ,. 


N: 0,0359 g hi » 4,28 n/10-Siure. 
Berechnet fiir COC,H, 
| 
CH-NH-CONH, 
es C,,H,sN,0, (Mol.-Gew. 249,21) 
CH,-CONH, ) 
C 57,81, H 6,06 °/, N 16,86 °/, 
Gef. ,, 57,58 » 6,40 3: Eee 


Direkte Bestimmung der Saiureamidgruppen durch Destil- 
lieren mit NaOH: 
0,0500 g Substanz gaben 3,95 n/10-Saure. 
Ber. 11,24°/, Amid-N 
Gef. 11,06 °/, ne 
Ks war somit Benzoyl-glutaminsiurediamid ent- 
standen. 


Aus der Ather—Alkohol-Mutterlauge scheiden sich beim 
langsamen EKindunsten gro8e prismenférmige Krystalle vom 
Schmelzp. 75° ab, die nach einer Mischprobe zu urteilen, deren 
Schmelzpunkt bei 74° lag, wohl mit dem razemischen Ester 
identisch sein diirften. 


Benzoyl- d-glutaminsauremethylester. 


Er wurde in analoger Weise wie der Athylester hergestellt 
und aus Alkohol +- Wasser umkrystallisiert. Er bildet feine, 
biischelférmig angeordnete Nadeln, die sich von denen des 
Athylesters ganz erheblich unterscheiden; auch fehlt die volu- 
mindse Ausscheidung und Bildung einer Pseudogallerte voll- 
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kommen. Die Léslichkeitsverhiltnisse sind anna&hernd dic 
gleichen wie beim Athylester. Schmelzp. 76—78,5°. 


N: 0,0811 g Substanz gaben 2,90 n/i9-Saure. 


C,,H,,NO, (Mol.-Gew. 279,22) Ber. N 5,02 °, 
Gef. ,, 5,00 


Im Vakuum destilliert er bei etwa 220° Badtemperatur 4g 
als leicht gelbliches Ol iiber, das erstarrt und beim einmaligen 
Umkrystallisieren den Schmelzp. 74—75° zeigt. 

Bei gewohnlichem Druck destilliert er unter (starker) Ver- 
farbung und eigenartigem Geruch als braunliche sirupése 
Flissigkeit tiber, die bei kurzer Untersuchung keine Krystall- 
ausscheidung hervorbrachte. 

Mit alkalischem Ammoniak im Rohr 10 Stdn. auf 60—80° 
erhitzt, bildet er ganz analog dem Athylester, nur in besserer 7 
Ausbeute, das Diamid, das durch Krystallform, Schmelzpunkt | 
und Mischprobe als identisch mit dem aus dem Athylester | 
erhaltenen erkannt wurde. 


Leucyl-asparaginanhydrid. 


Bromisocapronylasparaginsiureester*) wurde mit alkoho- 
lischem Ammoniak aminiert. Das aus Alkohol umkrystallisierte | 
Reaktionsprodukt zeigt den Schmelzp. 247°, spaltet mit Alkali | 
gekocht Ammoniak ab und zeigt positive Pikrinsiurereaktion. | 


C,H: 6,440 mg Substanz gaben 4,345 mg H,O u. 12,510 mg CO,. 4 


N: 0,0411 g ‘ » 5,81 cem n/10-Saure. 
Berechnet fiir CH /lO—NE 
CH -CH, * CH CH-CH,CONH, 
CH,” NH—CO 
C,oHi7N,05 (Mol.-Gew. 227,22) 
C 52,83 °/, H 7,54 °%/, N 18,50 °%/, 
Gef. ,, 52,99 1,55 » 18,10 


Das Produkt ist also ein vollkommenes Analogon des | 
Anhydroglycylasparagins.') | 





1) Emil Fischer u, Ernst Kénigs, Chem. Ber. Bd. 37, 8. 4589 
(1904), | 
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Pyrrolidoncarbonsaureamid. 


Reiner destillierter Glutaminsiureester wurde mit alko- 
holischem Ammoniak 1 Stunde im SchieBrohr auf 80—90° 
erhitzt. Es bildete sich das von Emil Fischer und Reginald 
Boehner durch 3'/, tagiges Stehen des Glutaminsiureesters 
mit fliissigem Ammoniak im SchieBrohr erhaltene Pyrrolidon- 
carbonsdéureamid, *) 





1} Emil Fischer u. Reginald Boehner, Chem. Ber. Bd. 44, 
S. 1332—36 (1911). 
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Uber die Aldehydverbindungen der Aminosauren und ihre 
praparative Verwendung. | 
Von 
Max Bergmann und Leonidas Zervas. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Lederforschung, Dresden.) 
(Eingegangen am 12. Dezember 1925.) 





Die Aminosiuren lassen sich durch Behandeln mit ver- 
schiedenen Aldehyden in wiaBriger Lisung und in Gegenwart 
von geeigneten Basen leicht in Salze der N-Aldehyd-amino- 
siuren tiberfiihren. Nachdem in unserer vorhergehenden Mit- 
teilung') als Beispiele einige Abkémmlinge der einfachen 
Aminosiuren (Glykokoll, Phenylalanin), der Amino-dicarbon- 
siuren (Asparaginsiure und Glutaminsiure) und des Glycy]l- 
glycins behandelt waren, sollen nunmehr einige Derivate des 
d,l-Serin, 1-Cystin, 1-Histidin, d-Arginin, d-Ornithin und d-Lysin 
beschrieben werden, nimlich 
o-Oxybenzyliden-d,1-serin, Chininsalz, Brucinsalz, Cinchonidinsalz, 
Benzyliden-l-cystin, Bariumsalz, 
o-Oxybenzyliden-l-cystin, Bariumsalz, 
o-Oxybenzyliden-|-histidin, Brucinsalz, 

Benzyliden-d-arginin, frei, 
o-Oxybenzyliden-d-arginin, frei und Verbindungen mit Natrium- 
nitrat, 
o-Oxybenzyliden-d-ornithin, Bariumsalz, 
Benzyliden-d-lysin, frei, 
o-Oxybenzyliden-d-lysin, frei. 
Besondere Erwaihnung verdient hier die Benzaldehydver- 


bindung des d-Arginins, in welcher je 1 Mol. der Kompo- 
nenten unter Wasseraustritt vereinigt sind. Sie fallt, auch aus 





1) Vgl. M. Bergmann, H. Ensslin u. L. Zervas, Chem. Ber. 
Bd. 58, S. 1084 (1925). 
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alkalischer Lésung, frei von Alkali aus und ist in allen ge- 
brauchlichen Lésungsmitteln so gut wie unléslich, Auch von 
Wasser wird sie nur wenig aufgenommen. Auffallig ist vor 
allem die geringe Léslichkeit in Alkalien. Offenbar ist beim 
Benzylidenarginin das Carboxyl vollkommen seiner sauren 
Kigenschaften entkleidet, so da man ernsthaft Formeln in 
Erwagung zu ziehen hat, in welchen das Carboxyl mit in die 
Reaktion eingetreten ist.1) Ob in unserm Fall noch die 
a#-Amino- oder die Guanidogruppe an der Bindung des Alde- 
hyds beteiligt ist, oder ob die stark basische Guanidogruppe 
das Carboxyl festlegt, kénnen wir erst nach weiteren Unter- 
sucbungen entscheiden. Schon jetzt mu8 darauf hingewiesen 
werden, daB z. B. die Benzylidenverbindung des d-Lysin leicht 
von Alkalien aufgenommen wird und daf die o-Oxybenzyliden- 
verbindung des Ornithin ein Bariumsalz gibt. In Sauren lést 
sich Benzyliden-arginin leicht, spaltet aber damit auch rasch 
den Aldehyd wieder ab. 

Noch bei einer zweiten Beobachtung fallt das Arginin 
etwas aus der Reihe der anderen Aminosiuren heraus. Aus 
freiem Arginin erhilt man mit Salicylaldehyd ohne weiteres 
eine Mono-oxybenzylidenverbindung. Geht man aber von 
Argininnitrat aus und stumpft die Salpetersiure mit der ent- 
sprechenden Menge Natronlauge ab, so erhalt man jetzt mit 
Salicylaldehyd ein Produkt, das auf 4 Mol. Oxybenzyliden- 
arginin nur einmal die Elemente des Natriumnitrat enthialt, 
entsprechend der Formel [HO-.C,H,-CH—C,H,,0,N,],-NaNO,. 

Fir die Aldehydverbindungen des Serins, die wir in Form 
ihrer Salze untersucht haben, kommt unter verschiedenen 
Méglichkeiten vor allem auch die als Oxazolidinformel in 
Betracht, z. B. fiir das Oxybenzyliden-serin die Formel 





*) Vgl. hier die von uns jiingst vorgeschlagene cyclische Bindung 
des Benzaldehyds in der Acetylverbindung des Benzylidenglycins, Chem. 
Ber. Bd. 58, S. 1086 (1925) 
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CH, CH-COOH 
O NH 


NSE -C,H,(OH) 


Wir haben die angenehmen Higenschaften der Aldehyd- 
Aminosaureverbindungen und ihre leichte Riickverwandlung in 
die Aminosiuren zunachst benutzt'), um aus Gelatine nach der 
Hydrolyse Arginin, Lysin und Prolin auf ziemlich bequeme 
Weise zu gewinnen. Dafiir haben wir aus den Aminosauren 
der Phosphorwolframsaurefallung durch Behandlung mit Benz- 
aldehyd in neutraler Lésung das Arginin und einen Teil des 
Lysins als Benzylidenverbindungen abgeschieden. Nach Be- 
handlung des Niederschlags von Alkali hinterblieb recht reines 
Benzylidenarginin. Die alkalische Lésung gab mit Siuren 
leicht eine Lésung von Lysin, das tiber die Verbindung mit 
Salicylaldehyd gereinigt und mit Salzsiure ins Chlorhydrat 
verwandelt wurde. Der ibrige Teil der mit Phosphorwolfram- 
siure abgetrennten Aminosdiuren lieB sich durch absoluten 
Alkohol in das Gemisch von aktivem und inaktivem Prolin 
einerseits und eine zweite Quantitit Lysin andererseits zer- 
legen. Wir gewannen so aus 100 g wasserfreier Gelatine 

6,43 g d-Arginin bzw. 9,00 g d-Arginin-nitrat. 

8,48 g Lysindichlorid (entsprechend 2,3 g Lysin). 

7,44 g Prolingemisch, zerlegt in 4,5 g 1-Prolin und 2,6 g d,1-Prolin 

(Mittelwert aus zwei Versuchen). 

Die in der neueren Literatur verzeichneten Zahlen?) fiir 
den Gehalt der Gelatine an diesen Aminosduren sind 8,2 °/, 
Arginin, 5,9°/, Lysin*) und 9,5°/, Prolin. Unsere Zahlen scheinen 
uns bei der Reinheit unserer Priparate recht befriedigend. 





*) Anm. bei der Korrektur: Der eigentliche Endzweck unserer Be- 
schiftigung mit den Aldehydverbindungen von Aminosiurederivaten liegt 
in der Ausgestaltung des Verfahrens zur Abscheidung und Charakteri- 
sierung von Proteinen und héheren Protein-Spaltprodukten. Wir werden 
in unserer nichsten Mitteilung krystallisierte Verbindungen aus Prota- 
minen mit Aldehyden sowie aus einem Edestinanteil mit Salicylaldehyd 
beschreiben. | 

*) H. D. Dakin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 44, 8. 499 (1920). 

*) Von anderen Autoren, die wie wir mit Phosphorwolframsiure- 
fallung arbeiteten, wird der Lysingehalt auch erheblich niedriger an- 
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Kommt es nur auf die Gewinnung von Arginin an, so 
benutzt man ein noch einfacheres Verfahren. Nach der Hy- 
drolyse der Gelatine und Entfernung iiberschiissiger Mineral- 
siure wird mit Benzaldehyd in barytalkalischer Lésung nach- 
einander ein Teil des Glycins und dann das Arginin ab- 
geschieden. Die Argininverbindung ist nach einmaligem 
Umlésen ganz rein und liBt sich ohne jede Umstinde und mit 
ziemlich quantitativer Ausbeute auf freies Arginin oder auf 
Argininnitrat verarbeiten. Wir erhielten hier aus 100g wasser- 
freier Gelatine 2,95—4,43 g Arginin und mindestens 9,20 ¢g 
Glykokoll, oft auch erheblich mehr. 

Wir besitzen, vor allem dank der grundlegenden Arbeiten 
von A. Kossel und seiner Schule, ein iiberaus geistvolles Ver- 
fahren zur Trennung und Bestimmung der verschiedenen Di- 
aminoséuren. Aber fiir priparative Zwecke ist dasselbe wegen 
der vielen notwendigen EHinzeloperationen doch reichlich um- 
stindlich. Darum hat man es freudig begriiBt, als A. Kossel 
und R. E. Gross?) in der Abtrennung des Arginins mittels der 
Saéure des Naphtolgelb einen unvergleichlich handlicheren Weg 
zur Gewinnung dieser Aminosiuren fanden. Wir haben das 
Verfahren wiederholt nachgearbeitet und kénnen die Angaben 
dieser Forscher nur in jeder Beziehung bestitigen, glauben 
aber, unser Benzaldehydverfahren als noch etwas bequemer 
und vor allem weniger zeitraubend empfehlen zu diirfen. 

Wir haben den Besitz von relativ betrichtlichen Arginin- 
mengen benutzt, um seine Verwandlung in Ornithin praparativ 
auszugestalten. Man verkocht jetzt nur das Arginin mit Baryt 
und setzt unmittelbar Salicylaldehyd zu, um das gebildete 
Ornithin als krystallisiertes o-Oxybenzyliden-ornithin—Barium- 
salz abzuscheiden, das wegen seiner leichten Zersetzlichkeit 
durch Séuren unschwer reine, krystallisierte Ornithinsalze liefert. 

Nur geringen Erfolg hatten wir mit dem Versuch, die 





gegeben, niimlich zwischen 2,75 und 6°/,. Ob bei der Phosphorwolfram- 
siurefallung manchmal von vornherein nur ein Teil des Lysins erfaBt 
wird, oder ob der Gehalt der Gelatine an Lysin schwankt, entzieht sich 
unserer Beurteilung. 

1) Diese Zs. Bd. 135, S. 167 (1924). 
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Aldehyd—Aminosaureverbindungen zur Spaltung racemischer 
Aminosiuren zu verwenden. 

Man benutzt dafiir hauptsichlich das bekannte, von 
E. Fischer aufgefundene und an zahlreichen Beispielen er- 
probte Verfahren, die benzoylierten oder formylierten Amino- 
siuren durch Alkaloide in die aktiven Komponenten zu zer- 
legen und dann die Acylgruppen durch vielstiindiges Kochen 
mit Saéuren wieder abzuspalten. Da aber die lange Behand- 
lung mit kochenden starken Mineralsiuren bei Peptiden und 
anderen empfindlichen Verbindungen der Aminosiuren nicht 
in Frage kommen darf, so glaubten wir in unseren Aldehyd- 
verbindungen den idealen Weg zur Lésung der Aufgabe ge- 
funden zu haben; denn die meisten Aminosiuren verbinden 
sich willig zugleich mit einem Aldehyd und einem Alkaloid 
und beide lassen sich ohne weiteres wieder durch bloBes 
Extrahieren der waBrigen Lisungen mit Ather, Essigither oder 
Tetrachlorkohlenstoff aus der Aminosiure vollstindig abspalten. 
Aber die Zerlegung der Aldehyd—Aminosiure—Alkaloidsalze in 
die riumlichen Isomeren hat uns bisher Schwierigkeiten be- 
reitet. Nur beim o-Oxybenzyliden-serin haben wir mit Brucin 
eine teilweise Spaltung erreicht, aber das Verfahren war zu 
wenig ergiebig, um zum vélligen Erfolg zu fahren. Wir be- 
richten iiber diese Versuche darum nur in der Erwartung, dad 
andere Forscher auf diesem Weg vielleicht mehr Gliick haben 
werden als wir. 


Beschreibung der Versuche, 


Verbindungen des 1-Histidins. 


Das zu folgenden Versuchen verwendete l-Histidin war 
aus dem Hydrochlorid nach der Vorschrift von Kossel') be- 
reitet und zeigte [a]§° = — 41,1° (5°/,ige Lésung) statt —39,7°, 
war also auch optisch rein. 

o-Oxybenzyliden-l-histidin-Brucinsalz: 0,7 g 1-Hi- 
stidin und 2,65 g wasserfreies Brucin werden in 12 ccm Alkohol 
von 33°/, warm gelést nnd nach dem Abkiihlen mit 1,15 g 





1) Diese Zs. Bd. 22, S. 181 (1896). 
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reinem Salicylaldehyd gut durchgeschiittelt und bei 0° auf- 
bewahrt. Nach 4 Stunden betrug die Menge der abgeschiedenen 
hellgelben, prismatischen Nadeln 1,55 g. Beim Trocknen verlor 
das Rohprodukt unter 0,6 mm und 78° 9,65°/, an Gewicht. 


0,1171 g getr. Substanz gaben 0,2829 g CO, und 0,0612 g H,0. 
0,1109 g Substanz gaben 0,2665 g CO, und 0,0588 g H,O. 


0,1152 ¢g = » 10,16 ccm N (18°, 739 mm, KOH 33 °/,). 
0,1086 g ” ” 8,61 ,, 4, (19,5, 750 ,, » 33 ). 
4,680mg » » 0,370 ,, ., (20°, 765 ,, » 50 ). 
0,3560 g “ » 22,5 n/10-NH, (nach Kjeldahl). 
Gef. © 65,90°/, H 5,85), N 9,019, 
», 65,54 » 9,93 », 8,99 
MESES eet » 9,09 
eRe a » 8,83 


Da bei derartig verwickelt zusammengesetzten Stoffen: die 
Elementaranalyse allein kein hinreichendes Bild von dem 
gegenseitigen Verhiltnis der am Aufbau beteiligten Kompo- 
nenten (Salicylaldehyd, Histidin, Brucin) geben kann, haben wir 
versucht, auf folgende Weise ein genaueres Bild davon zu be- 
kommen: 

Zunichst wurde die Menge des in die Verbindung ein- 
getretenen Alkaloids auf dem jiingst') angegebenen Weg 
gravimetrisch bestimmt. 0,1316 g getrocknete Substanz gaben 
0,0801 g Brucin. Gef. 60,88°/, Brucin entsprechend 4,33 °/, 
der Kinwage an Brucinstickstoff. Die vom Alkaloid mittels 
Chloroformither befreite alkalisch-waBrige Restlésung der ein- 
gewogenen 0,1316 g wurde zusammen mit den wiBrigen Wasch- 
fliissigkeiten des Chloroform-Atherauszugs nach Zusatz von 
Schwefelsiure verdampft und dann der Stickstoffgehalt dieses 
Teiles nach Kjeldahl bestimmt. Verbraucht 4,05 ccm n/10- 
HCl entsprechend 4,31 °/, der Einwage an Histidinstickstoff. 
Unsere Verbindung mu8 also im Histidin- und im Brucin- 
anteil gleich viel Stickstoff enthalten. 

Der auf diese Weise erhaltene Wert des Gesamtstick- 
stoffes 8,64 gibt zugleich die Sicherheit, daB bei der benutzten 





1) M. Bergmann, H. Ensslin u. L. Zervas, Chem. Ber. Bd. 58, 
S. 1041 (1925). 
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Bestimmung des Alkaloidanteils und des Histidinanteils keine 
wesentlichen Verluste eingetreten sind. 

Die aufgefundenen Zahlen stimmen, da ein Rohprodukt 
zur Analyse gebracht werden muBte, hinreichend auf eine Ver- 
bindung aus 4 Mol. Salicylaldehyd, 2 Mol. Histidin und 3 Mol. 
Brucin = 40,H,O,, 2C,H,O,N,, 3C,,H,,0,N, = C,,..H,,,0,,N,, 
(1981,27) fiir die sich 

C 66,02°/, H6,10%  N 8,48%  Brucin 59,84 °%, 


berechnen. 

Das getrocknete Salz schmilzt gegen 96—102° unter Zer- 
setzung. Es lést sich leicht in Alkohol, Chloroform, Essigester, 
wird aber dabei rasch gespalten. 


Verbindungen des 1-Cystins. 


Die Aminoséure war durch Hydrolyse von Rof’haar ge. 


wonnen und zeigte in n/10-Salzsture [a], = — 219,7°. 
EK. Fischer’) fand — 221,99, Mérner?) — 223 bis 224,3°. 

Benzyliden-l-cystin-Bariumsalz: 1 g 1-Cystin, 1,5 ¢ 
Barythydrat in 15 com Wasser mit 0,9 g Benzaldehyd kriftig 
vermischt. In Eis erst undeutlich krystallinischer Niederschlag, 
der sich bald in groBe, farblose Nadeln verwandelte. Nach 
Waschen mit Wasser 1,5 g. Zur Reinigung wurde bei 50° in 
viel Wasser gelést und wieder stark gekihlt und nach dem 
Absaugen sofort im Hochvakuum bei 20° tiber Phosphorpent- 
oxyd getrocknet. 

O.,H,.0,N,$,Ba (551,7) 

Ber. C 48,50°/, H 3,299), N 5,089, Ba 24,90, S 11,63°, 

Gef. ,, 48,48. ,, 8,60 » 3,18 > 24,60 » 11,58 

Das getrocknete Salz ist auBerordentlich hygroskopisch. 
So erklart sich der gefundene zu hohe Wert fiir Wasserstoff. 

o-Oxybenzyliden-l-cystin-Bariumsalz: Aus 0,5 g 
l-Cystin, 0,68 g Barythydrat und 0,6 g Salicylaldehyd in 
10cem Wasser wurde 1,3 g lufttrockenes Salz in gelben Nadeln 
gewonnen. | 





1) Diese Zs. Bd. 45, S. 409 (1905). 
2) Diese Zs. Bd. 28, 8. 604 (1899) und Bd. 34, S. 207 (1901), 
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Ber. C 41,119, H 3,11°/, N 4,80°/, Ba 23,54°%, § 10,99°/, 
Gef. ,, 41,20 > 3,88 > 5,00 » 28,26 > 10,72 


Verbindungen des d,1l-Serins. 


Die nachfolgenden Alkaloidsalze enthalten stets je 1 Mol. 
Aldehyd, Aminosaure und Alkaloid. 

o-Oxybenzyliden-d,l-serin-Chininsalz: Aus 0,3 ¢g 
d,l-Serin, 0,9 g wasserfreiem Chinin in 10 ccm Alkohol von 
50°/, mit 0,42 g Salicylaldehyd. Bei 0° citronengelbe, 
ziemlich groBe Nadeln, deren Menge bei allmihlichem Zusatz 
von 5 ccm Wasser wihrend 2—3 Stunden auf 1,5 g stieg. Das 
mit sehr wenig eiskaltem Wasser gewaschene Rohprodukt ent- 
hielt 3 Mol. Krystallwasser. Das getrocknete Priparat gab: 

CoHs0,Nz (533,29) Ber. C 67,509, H 661%, N 7,88%, 
Gef. ,, 67,34 » 6,38 7,89 
Léslich in Alkohol, Chloroform, Essigester, wenig oder gar 
nicht léslich in Wasser, Ather, Petrolither. 

Das aus dem Salz durch Liésen in Wasser und Extraktion 
mit Tetrachlorkohlenstoff beim Verdampfen des waBrigen Teils 
in sehr guter Ausbeute zuriickgewonnene Serin zeigte kein 
wahrnehmbares Drehungsvermégen. 

o-Oxybenzyliden-d,l-serin-Cinchonidinsalz: 0,5 g 
d,l-Serin, 1,4 g Cinchonidin in 80 ccm Alkohol (von 50 °/,), 
0,6 g Salicylaldehyd. Ausbeute 1,4 g¢. Hellgelb. 

CxgHys0;N, (503,28) Ber. C 69,15% H6,61%  N 8,85%, 
Gef. ,, 68,96 1» 6,85 1» 8,52 
Auch hier war das aus dem Salz zuriickgewonnene Serin nicht 
optisch-aktiv. 

o-Oxybenzyliden-serin-Brucinsalz: 1g d,l-Serin und 
5,2 g Brucinhydrat wurden in 20 ccm Alkohol von 33°/, auf- 
gelést, klar filtriert und mit 1,35 g Salicylaldehyd vermischt. 
Aus der gelben Lisung wurde die Hauptmenge des Alkohols 
im Exsiccator verdunstet und dann bei 0° wihrend mehrerer 
Stunden das gebildete Salz in groBen gelben Nadeln oder 
Prismen abgeschieden. Ausbeute nur 0,95—1g. Das Salz ~ 
léste sich in viel Wasser, in Alkohol, Chloroform, Essigither. 
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Zur Analyse wurde aus Chloroformlésung durch vorsichtigen 
Zusatz von Petrolather abgeschieden. Schmelzp. gegen 140° 
(nach Zersetzung). 
Cy3H_,0,N, (603,38) Ber. C 65,719, H6,18%  N 6,97°, 
Gef. ,, 65,77 9» 6,22 » 6,95 

Das Salz enthilt die Aldehydverbindung eines Gemisches 
von d,l-Serin mit d-Serin. Als wir namlich 2 g Salz zur Ab- 
spaltung des Brucins und des Aldehyds in waBriger Lésung 
mit Ammoniak spalteten, dann wiederholt mit Chloroform aus- 
zogen und nach Ansiuern mit Bromwasserstoff noch mit Essig- 
ester extrahierten, dann unter geringem Druck verdampften, 
mit Ammoniak wieder schwach alkalisch machten, erhielten 
wir ein krystallisiertes Serin, das nach dem Umkrystallisieren 
aus Wasser in waBriger Lésung (5°/,) eine spezifische Drehung 
von [a], =-+ 2,95° zeigte, wahrend fiir reines d-Serin + 6,87° 
angegeben wird. Die Ausbeute betrug nur 0,18 g. 

Es: war also durch die Verbindung des d,l-Serins mit 
Salicylaldehyd und Brucin eine teilweise Spaltung in die 
optischen Komponenten erreicht, aber das Verfahren war zu 
wenig ergiebig, um eine vollige Durchfiihrung der Spaltung zu 
erméglichen. 


Verbindungen des d-Arginins. 


Benzyliden-arginin: 1 g d-Argininnitrat wurde in 
4,1 com Natronlauge gelést, mit 0,45 g Benzaldehyd versetzt 
und kraftig durchgeschtittelt. Bald begann die Abscheidung 
von farblosen, wetzsteinartigen Blattchen, die nach einigem 
Stehen bei 0° abgesaugt und erst mit wenig eiskaltem Wasser, 
dann mit Alkohol und Ather gewaschen wurden. 0,85 g lutt- 
trockene Substanz, die sich in fast allen organischen Lésungs- 
mitteln sehr schwer liste und bemerkenswerterweise auch von 
wiBrigen Alkalien nicht gelést wurde. Dagegen wurde sie 
von kochendem Wasser reichlich aufgenommen und fiel in der 
Kalte, wenn nicht zu lange erhitzt wurde, wieder aus. Ferner 
léste benzaldehydhaltiger Methylalkohol, und mit Essigester 
schied sich die Verbindung wieder aus, erst als Sirup, um 
beim Stehen bei 0° allm&hlich wieder zu krystallisieren. Durch 
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Sauren wurde der Aldehyd augenblicklich abgespalten. Das 
lufttrockene Praparat verlor bei 20° und 0,5 mm 6,49°/, an 
Gewicht, wahrend sich fir C,,H,,O,N,+1H,O 6,43°/, be- 
rechnen. Die Substanz verbrennt ziemlich schwer. 
0,1210 g getr. Substanz gaben 0,2632 g CO, und 0,0757 g H,O. 
3,651 mg Substanz gaben 0,695 ccm N (20°, 745 mm, KOH 50°/,). 
C,,H,,0,N, (262,17) Ber. C 59,50% H 692%, N 21,37%, 
Gef. ,, 59,32 » 1,00 » 21,30 


Unsere Praparate sinterten gegen 200° und schmolzen bei 
204—205° (korr.) zu einer gelbbraunen Fliissigkeit. 

Die Benzylidenverbindung lat sich ohne Mihe in Arginin- 
nitrat und freies Arginin tiberfiihren. Diese Umwandlung wird 
weiter unten zugleich mit der Gewinnung von Arginin aus 
Gelatine beschrieben. 

o-Oxybenzyliden-d-arginin: Die Verbindung enthilt 
wieder den Aldehyd und die Aminosiure in Aquivalenter 
Menge. 

0,3 g reines d-Arginin wurden in 1 ccm Wasser gelist 
und mit der Lésung von 0,22 g Salicylaldehyd in 1 ccm Alko- 
hol versetzt. Beim Reiben mit dem Glasstab begann bei 0° 
bald die Abscheidung hellgelber kleiner Prismen, deren Menge 
nach 2 Stunden und nach dem Waschen mit verdiinntem, dann 
starkem Alkohol und mit Ather 0,36 g betrug. Die Aldehyd- 
verbindung schmolz bei raschem Erhitzen gegen 211° (korr.) 
unter Aufschiumen. Sie léste sich in viel Wasser und im 
Gegensatz zum Benzylidenarginin auch in kalten verdiinnten 
Alkalien, dagegen sehr schwer in den meisten organischen 
Mitteln. Zur Analyse war aus 50°/, igem Alkohol krystallisiert 
und iiber Phosphorpentoxyd getrocknet, wobei die lufttrockene 
Substanz kaum an Gewicht verlor. 

C,3H,,0,N, (278,17) Ber. C 56,089, H 652°, N 20,14%, 
Gef. ,, 56,23 », 9,70 » 19,84 


o-Oxybenzyliden-d-arginin-Natriumnitrat: Diese 
Verbindung entsteht, wenn man statt von freiem Arginin von 
seinem Nitrat ausgeht und die Salpetersiure durch eine Aqui- 
valente Menge Natronlauge bindet. Unser Priaparat enthielt 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLII. 20 
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4 Mol Oxybenzyliden-arginin auf 1 Mol Natriumnitrat, ent- 
sprechend der Formel (C,,H,,0O,N,),, NaNO,. 

1,2 g d-Argininnitrat wurden mit 1 ccm 5n-Natronlauge 
und 2 ccm Wasser gelést und mit 0,65 g Salicylaldehyd bis 
zur Lésung des Aldehyds geschiittelt. Beim 1—2stiindigen 
Stehen bei EKistemperatur hatten sich biischelférmig angeord- 
nete, gelbe Nadeln abgeschieden, die bei 0° abgesaugt, mit 
0,5 com Wasser von 0° und dann mit wenig Alkohol und 
Ather gewaschen, etwa 1g wogen, aber noch weniger betrugen, 
wenn die tiefe Temperatur nicht sorgfaltig eingehalten wurde. 

C,gH,30,5N,,;Na (1197,69) 
Ber. C 52,11°/, H 6,06°/, N 19,88°/, Na 1,92°/, HNO,?*) 5,26, 
Gel, MAT EO a » 1,97 ve 

Die lufttrockene Substanz verlor bei 20° im Hochvakuum 
15,80°/, an Gewicht, wahrend sich fir 12H,O 15,3°/, und fiir 
13H,O 16,3°/, berechnen wiirden. 

Die Verbindung lést sich in Wasser leicht und laBt sich, 
wenn man sehr konzentriert arbeitet, daraus umkrystallisieren. 
Die meisten organischen Mittel lésen nicht. 


Verbindungen des d-Lysins. 


Das salzsaure Lysin fiir unsere ersten Versuche verdanken 
wir dem freundlichen Entgegenkommen der Firma Hoffmann- 
la Roche & Co. in Basel. Weiterhin haben wir es uns selbst 
aus Gelatine nach dem unten beschriebenen Verfahren be- 
reitet. 

Monobenzyliden-d-lysin: 0,55 g d-Lysin-dichlorhydrat 
wurden in 1 ccm 5n-Natronlauge gelést, mit 1 ccm Wasser 
verdiinnt und mit 0,25 g Benzaldehyd durchgeschiittelt. Fast 
sofort erstarrte die ganze Masse zu einem Brei farbloser Nadeln. 
Nach einigem Stehen, Absaugen, Waschen mit Wasser, Alkohol 
und Ather betrug ihre Menge 0,4 g. Das lufttrockene Rob- 
produkt enthielt kein Krystallwasser. 


0,1309 g Substanz gaben 0,3204 g CO, und 0,0908 g H,0. 
4,576 mg __,, » 0,498 cem N (20°, 751 mm, KOH 50%,). 





') Mit Nitron nach Busch bestimmt und auf freie Salpetersiure 
umgerechnet. 
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C,sH,,0,N, (234,15) Ber. C 66,62°, H 7,75°/, N 11,97%, 
Gef. ,, 66,75 » 1,76 1 12,20 
Die Benzylidenverbindung fangt schon bei 140° an zu 
sintern, schmilzt aber erst bei 205—206° (korr.). Sie lést sich 
in warmem Wasser, kann aber nur mit groBem Verlust daraus 
umkrystallisiert werden. Auch in Alkalien ist sie léslich. 
Mono-o-oxybenzyliden-d-lysin: Gelbe, biischelférmig 
angeordnete Nadeln, deren Herstellung ahnlich wie bei der 
Benzylidenverbindung verliuft. Ausbeute ebenfalls ahnlich. 


3,967 mg lufttr. Substanz gaben 9,101 mg CO, und 2,510 mg H,O. 
0,0994 g Substanz gaben 9,55 eem N (18°, 756 mm, KOH 83°/,). 


C,sH,,0,N, (250,15) Ber. C 62,87%, H 7,25°/, N 11,08°/, 
Gef. ,, 62,57 » 7,08 » 11,20 


Gewinnung von d-Arginin, d-Lysin, l- und d,l-Prolin aus Leim. 


200 g Gelatine’) von 16°/, Wassergehalt wurden 6 Stunden 
mit rauchender Salzsiure verkocht und das Ganze zur Ent- 
fernung des groBen Uberschusses von Chlorwasserstoff mehr- 
mals unter Wasserzusatz bei vermindertem Druck verdampft. 
Dann wurde in Wasser aufgenommen und in der .tiblichen 
Weise aus einem Volumen von 2 Litern alle mit Phosphor- 
wolframsaure (925—950 g) fallbaren Aminosiuren gefallt, der 
Niederschlag gewaschen und abgepreBt und daraus mit Baryt 
wieder durch mehrstiindiges Schiitteln bei 25°, Filtrieren und 
quantitative Ausfillung des Bariums mit der gerade ndtigen 
Menge Schwefelsiure eine Lésung der freien Aminosauren be- 
reitet, die bei héchstens 40° und 11 mm unter Ausschlu8 von 
Kohlensaéure zur Trockne gebracht wurde. 

Um zunichst das Arginin und einen Teil des Lysins ab- 
zuscheiden, wurde in 40—45 ccm Wasser gelést, mit 20 ¢ 
Benzaldehyd in 2 Portionen versetzt und kraftig durchgeschiittelt, 
wobei allmihlich die ganze Masse zu einem Krystallbrei er- 
starrte. Nach 2stiindigem Stehen bei 0° wurde abgesaugt, 





1) Fiir die Uberlassung einer gréBeren Quantitit hochwertiger 
Gelatine sind wir Herrn Kommerzienrat Giinther Meissner von den 
Gelatinewerken Meissner & Co. in Stadtilm zu besonderem Dank ver- 


pflichtet. 
20* 
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sorgfiltig mit 10 ccm eiskaltem Wasser und dann mit viel 
Alkohol gewaschen. Ausbeute 21,5—22 g eines Gemisches 
von Benzylidenarginin und Benzylidenlysin. 

d-Arginin: Wir entfernten aus dem Gemisch der beiden 
Benzylidenverbindungen das Benzylidenlysin, indem wir mit der 
Auflésung von 5g krystallisiertem Baryt in 60 ccm Wasser 
1/, Stunde energisch schiittelten, filtrierten und den Filter- 
riickstand sorgfailtig mit eiskaltem Wasser, dann mit etwas 
Alkohol und Ather auswuschen. Es hinterblieben so 17—17,5 ¢ 
einheitliches, krystallwasserhaltiges Benzylidenarginin vom 
Schmelzp. 204—205° (korr.). Zur Umwandlung ins Nitrat 
wurde mit der genau berechneten Menge Salpetersiure (etwa 
12—13 ccm 5 n-Siure) }/, Stunde auf dem Wasserbad erwarmt, 
ausgeathert, unter vermindertem Druck zur Trockne gebracht 
und aus wenig Wasser mit Alkohol und Ather wieder ab- 
geschieden. Das erhaltene d-Argininnitrat war vdllig rein. 
Es schmolz bei raschem Erhitzen zwischen 128 und 131° 
(unkorr.), wihrend in der Literatur Werte von 125—128° an- 
gegeben sind. [a|]ph*=-+ 10,14°. Die Angaben der Literatur 
schwanken zwischen + 9,31° und 10,62°. Zur Analyse ge- 
langte ein bei 20° und 0,5 mm iiber Phosphorpentoxyd ge- 
trocknetes Priaparat. 

C,H,,0.N,, HNO, (287,16) Ber. N 29,539, Gef. N 29,35°/, 

Die Ausbeute an Argininsalz betrug 15,1 g, entsprechend 
10,8 g Arginin. 

Bei einem zweiten Versuche haben wir die Benzyliden- 
verbindung direkt auf freies d-Arginin verarbeitet. Dafiir 
haben wir sie mit 5n-Schwefelsiure auf dem Wasserbad wihrend 
einer halben Stunde gespalten, wiederholt ausgeiithert, die 
Schwefelsiure in der Kalte genau mit Baryt entfernt und das 
argininhaltige Filtrat von Bariumsulfat unter geringem Druck 
aus einem Bad von 35° bei Ausschlu8 von Kohlensiure ver- 
dampft. Krystallisation aus wenig Wasser mit Alkohol und 
Ather gab rosettenartige Drusen vom Zersetzungspunkt 207 
bis 208° (unkorr.). Die Ausbeute betrug 90°/, der auf die 
Benzylidenverbindung berechneten Theorie. 

C,H,,0,N, (174,14) Ber. N 32,18°/,  Gef. N 81,95 %/, 
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Wir erhielten also auf 100 g unserer Gelatine 7,55 g 
d-Argininnitrat oder 4,8 g freies d-Arginin. 

d-Lysin: Es befand sich zum einen Teil als Bariumsalz 
seiner Benzylidenverbindung in der barythaltigen Waschfliissig- 
keit des Benzyliden-arginins. Zum anderen, gréBeren Teil war 
es noch im Filtrat der oben besprochenen Mischung von 
Benzyliden-arginin und Benzyliden-lysin. 

Die barythaltigen Waschfliissigkeiten des Benzyliden- 
arginins kann man direkt mit Salzsiiure ansiuern und nach 
dem Kindampfen mit wasserfreiem Methylalkohol das Lysin- 
chlorhydrat vom Chlorbarium trennen und dann mit Ather 
ausfallen. Zu einem reineren Produkt fiihrt der folgende, kaum 
umstandlichere Weg: Wir versetzten mit etwas iiberschiissiger 
Schwefelsiure, erwirmten auf dem Wasserbad, filtrierten, 
itherten aus, entfernten die Schwefelsiure quantitativ als 
Bariumsulfat und verdampften nach vdlliger Klarung unter 
germgem Druck. Nach dem Aufnehmen in 6 ccm Wasser 
wurde mit 3g Salicylaldehyd kraftig durchgeschiittelt. Wir 
erhielten so beim Schiitteln einen gelben Krystallbrei des o-Oxy- 
benzyliden-lysin, dessen Menge nach zweistiindigem Stehen 
bei 0°, Absaugen und Waschen mit sehr wenig eiskaltem 
Wasser, Alkohol und Ather 8 g betrug. Zur Abspaltung des 
Aldehyds wurde mit iiberschiissiger 5n-Salzsiure auf dem 
Wasserbad erhitzt, ausgeithert, verdampft und aus Methyl- 
alkohol mit Ather krystallisiert. Ausbeute 2,3—2,4g. Schmelz- 
punkt des 1-Lysin-dichlorhydrats bei raschem Erhitzen 192 bis 
193° (unkorr.) unter Zersetzung. 

[a}p° = nee “iit 7 = + 16,44° (in Wasser). 

D. Lawrow?) gibt Schmelzp. 194—195° und [a], = 16,36 bis 
16,68° an; andere Autoren fanden wie wir Schmelzp. 192—193°.?) 
C,H,,0,N,, 2HCl (219,07) Ber. N 12,79°%, HCl 38,30 %, 

Gef. ,, 18,00 » 38,09 
Um den anderen Teil des Lysins zu gewinnen, wurde das 








1) Diese Zs. Bd. 28, S. 8396 (1899). 
*) Vgl. E. Winterstein u. G. Trier in Abderhalden, Biochem. 
Handlexikon (J. Springer, 1911) Bd. 4, S. 645. 
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Filtrat der Benzylidenverbindungen nebst den alkoholischen 
Waschflissigkeiten zur Entfernung des Benzaldehyds mit 
5n-Schwefelsiure angesiuert, unter geringem Druck von dem 
Alkohol befreit, ausgea’thert und mit der nétigen Menge Baryt 
von der Schwefelsiure befreit. Jetzt wurde eingedampft, mit 
Alkohol versetzt, wieder verdampft und nun durch Auskochen 
die alkoholléslichen Anteile (vor allem d,l-Prolin und 1-Prolin, 
s. unten) entfernt. Aus dem ungelésten Riickstand haben wir 
dann in wenig Wasser das Lysin als Pikrat gefallt. Aus- 
beute 6,2 g. Daraus wurden in der iiblichen Weise 3,5 ¢ 
reines Lysin-dichlorhydrat erhalten vom Schmelzp. 192°. 


Ber. N 12,79 °/, HCl 33,30 °/, 
Gef. ,, 12,82 » 33,28 


[w]p’ =-+ 16,28° (in Wasser). 

Im ganzen waren also aus 200 g wasserhaltiger Gelatine 
5,8 g d-Lysindichlorhydrat erhalten, d. h. 2,3 g freies Lysin 
auf 100 g wasserfreie Gelatine. In der Literatur werden 2,75 
bis 6°/, Lysingehalt der Gelatine angegeben. 

Prolin: Die oben erwahnten alkoholischen Extrakte 
schieden beim Stehen mitgeléste fremde Aminosiuren aus, die 
durch Filtration, Verdampfen, Wiederaufnehmen in absolutem 
Alkohol und Wiederholung der Operation abgetrennt wurden. 
SchlieBlich wurden 12,5 g eines Prolingemisches erhalten, das 
bei der iiblichen Aufarbeitung 4,0 g d,l-Prolin und 7,9 g 
l-Prolin (in einem anderen Versuch 4,8 g d,l-Prolin und 7,0 g 
1-Prolin) ergab. Auf 100 g wasserfreie Gelatine umgerechnet 
entsprachen diese Zahlen 7,44 g Prolingemisch, wihrend 
E. Fischer nach der Estermethode 4g, Dakin mit Butyl- 
alkohol 9,5 g erhielt. 

Das 1-Prolin gab folgende Werte: 


C,H,NO, (115,07) Ber. N 12,179, Gef. N 12,38 %, 


[a]s° =— 75,17°. E. Fischer?) gibt —77,4° als besten Wert 
an fir das aus Casein erhaltene aktive Prolin. Fir d,l-Prolin 
wurde gefunden 12,24°/, N. 





1) Diese Zs. Bd. 38, 8. 166 (1901). 
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Vereinfachte Gewinnung von d-Arginin aus Leim. 


200 g Gelatine (mit 16°/, Wasser) werden in der iiblichen 
Weise mit rauchender Salzsiure hydrolysiert und der Haupt- 
teil von Chlorwasserstoff durch wiederholtes Verdampfen unter 
geringem Druck und Aufnehmen in Wasser vertrieben. Dann 
wird in etwas Wasser gelést, die Saéure. mit starker Natron- 
lauge bis fast zur neutralen Reaktion auf Lackmus abgestumpft 
und unter wirksamer Kiihlung und dauerndem Riihren eine 
konzentrierte Lésung von 260g reinem krystallisierten Baryt 
in dinnem Strahl eingegossen. Das Gesamtvolumen soll dann 
nicht tiber 1 Liter betragen. Man fiigt jetzt unter Schiitteln 
210 g Benzaldehyd in einigen Portionen zu und gieBt nach 
einigen Minuten von einer geringen schmierigen Abscheidung 
ab. Beim Stehen in His erfolgt dann bald die Abscheidung 
farbloser, kugeliger Aggregate, deren Menge nach einer bis 
héchstens 1/, Stunden 60 g, oft aber auch mehr betragt und 
die gré8tenteils aus Benzyliden-glycin-barium besteht. 

Glykokoll: Das Benzyliden-bariumsalz wird in wenig 
Wasser von 30° gelést, von etwas ungeléstem Benzyliden- 
arginin filtriert, dann mit Schwefelsiure gespalten, ausgeathert, 
die Schwefelsiure genau mit Baryt entfernt und durch Ein- 
dampfen unschwer recht reines Glykokoll in einer Menge 
von mindestens 15,5 g gewonnen oder 9,2 g auf 100 g wasser- 
freie Gelatine. 


C,H;O,N (75,05) Ber. N 18,66 °%/, Gef. N 18,47°, 


Arginin: Das Filtrat des Benzyliden-glycin-bariums 
braucht nur bei einer Badtemperatur von nicht iiber 28° unter 
geringem Druck um etwa 200ccm eingedampft und iiber Nacht 
bei 0O—5° aufbewahrt zu werden, dann scheiden sich groBe 
Mengen Benzyliden-d-arginin ab. Sie werden mit der zuvor 
erwihnten Menge, welche dem Benzylidenglycinsalz beigemengt 
war, vereinigt und auf folgende Weise gereinigt: Man spaltet 
auf dem Wasserbad mit n-Schwefelsiure, athert den abgespal- 
tenen Aldehyd aus, entfernt die Schwefelsiure mit der genau 
nétigen Menge Baryt, dampft unter geringem Druck sehr stark 
ein und behandelt nochmals mit etwas Benzaldehyd. Je nach 
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der Menge des rohen Benzylidenarginins nimmt man hier 6 g 
Benzaldehyd oder mehr. Dann erhalt man unmittelbar 8—12 ¢ 
reines Benzyliden-d-arginin. Die Ausbeute schwankt bei ver- 
schiedenen Versuchen innerhalb der angegebenen Grenzen. Sie 
entspricht einer Ausbeute 7—10,5 g Argininnitrat oder 5—7,5 g 
freiem Arginin aus 200 g wasserhaltiger Gelatine. Die Um- 
wandlung der Benzylidenverbindung in d-Argininnitrat (Ber. 
N 29,53°/,. Gef. N 29,33°/,) oder d-Arginin ist bei der zuvor 
beschriebenen Hydrolyse genauer geschildert. 


Gewinnung von Ornithin aus Arginin iiber die Salicyl- 
aldehydverbindung. 


Bei der iiblichen Zersetzung von Ornithin mit Baryt hat 
man bisher nach dem Vorgang von Schulze und Winter- 
stein’) das gebildete Ornithin als Ornithursiure abgeschieden 
und diese dann mit Salzsiure gespalten. Da aber die Aus- 
beute an Ornithursiure kaum 40°/, erreicht, ist das Verfahren 
recht wenig ergiebig. Auch das Verfahren, das R. O. Herzog”) 
vor langerer Zeit angewandt hat, um ornithinhaltige Lésungen zu 
gewinnen, ist noch immer verhiltnismaiBig mihselig durch die 
zablreichen notwendigen Fallungen und Filtrationen. Die Ge- 
winnung reiner Ornithinsalze in Substanz gestaltet sich auf 
folgende Weise besonders einfach: 

3 g reines d-Argininnitrat werden mit 5 g krystallisiertem 
Baryt und 15 ccm Wasser 1'/, Stunden unter Ausschlu8 von 
Kohlensaure riickflieBend verkocht und das Ganze nach dem 
Erkalten und Filtrieren mit 3 g Salicylaldehyd geschiittelt. 
Sofort erstarrt die ganze Masse zu einem Brei gelber mikro- 
skopischer Krystalle einer o-Oxy-benzyliden-ornithin-barium- 
verbindung, die nach einigem Stehen bei 0° abgesaugt und 
mit etwas eiskaltem Wasser gewaschen wird. Man erwarmt 
sie 1/, Stunde mit n-Salzsiure auf dem Wasserbad, athert aus, 
verdampft unter geringem Druck, trennt durch Lésen in wenig 
chlorwasserstoffhaltigem Methylalkohol vom Bariumchlorid, engt 





1) Diese Zs. Bd. 26, 8S. 1—7 (1898). 
*) Diese Zs. Bd. 34, S. 526 (1901). 
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stark ein und setzt absoluten Athylalkohol zu und engt nochmals 
bis zur Krystallisation ein. Strahlige Prismen. Ausbeute 
0,56 g oder 23°/, der Theorie, also Ahnlich wie bei Schulze 
und Winterstein, die 27°/, der Theorie erhielten. Wahr- 
scheinlich treten die groBen Verluste in beiden Fallen bei der 
Barytkochung ein, haben also mit unseren Abscheidungs- 
verfahren nichts zu tun. 
C,H,,0,N,, 2HCl (205,06) Ber. N 13,66°/, Cl 34,57 %/, 
| Gef. ,, 18,67 » 84,75 
0 
le}b’ =; TOIT x DABS 
Schulze und Winterstein?) geben 15,6—16,8° bei 10° an. 
Um die Beimengung von Chlorbarium von vornherein zu 
vermeiden, kann man die Aldehydverbindung mit Schwefelsiure 
spalten, die Schwefelsiure mit Baryt oder Bariumchlorid ent- 
fernen und dann mit Salzsiure eindampfen. 





=-+ 16,5° (in Wasser). 





!) Diese Zs. Bd. 34, S. 130 (1901). 
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der Menge des rohen Benzylidenarginins nimmt man hier 6 g 
Benzaldehyd oder mehr. Dann erhalt man unmittelbar 8—12 ¢ 
reines Benzyliden-d-arginin. Die Ausbeute schwankt bei ver- 
schiedenen Versuchen innerhalb der angegebenen Grenzen. Sie 
entspricht einer Ausbeute 7—10,5 g Argininnitrat oder 5—7,5 g 
freiem Arginin aus 200 g wasserhaltiger Gelatine. Die Um- 
wandlung der Benzylidenverbindung in d-Argininnitrat (Ber. 
N 29,53°/,. Gef. N 29,33°/,) oder d-Arginin ist bei der zuvor 
beschriebenen Hydrolyse genauer geschildert. 


Gewinnung von Ornithin aus Arginin iiber die Salicyl- 
aldehydverbindung. 


Bei der iiblichen Zersetzung von Ornithin mit Baryt hat 
man bisher nach dem Vorgang von Schulze und Winter- 
stein!) das gebildete Ornithin als Ornithurséure abgeschieden 
und diese dann mit Salzsiure gespalten. Da aber die Aus- 
beute an Ornithursiure kaum 40°/, erreicht, ist das Verfahren 
recht wenig ergiebig. Auch das Verfahren, das R. O. Herzog”) 
vor langerer Zeit angewandt hat, um ornithinhaltige Lésungen zu 
gewinnen, ist noch immer verhaltnismaiBig miihselig durch die 
zahlreichen notwendigen Fillungen und Filtrationen. Die Ge- 
winnung reiner Ornithinsalze in Substanz gestaltet sich auf 
folgende Weise besonders einfach: 

3 g reines d-Argininnitrat werden mit 5 g krystallisiertem 
Baryt und 15 ccm Wasser 11/, Stunden unter AusschluB von 
Kohlensaure riickflieBend verkocht und das Ganze nach dem 
Erkalten und Filtrieren mit 3 g Salicylaldehyd geschiittelt. 
Sofort erstarrt die ganze Masse zu einem Brei gelber mikro- 
skopischer Krystalle eimer o-Oxy-benzyliden-ornithin-barium- 
verbindung, die nach einigem Stehen bei 0° abgesaugt und 
mit etwas eiskaltem Wasser gewaschen wird. Man erwiarmt 
sie 1/, Stunde mit n-Salzsiure auf dem Wasserbad, athert aus, 
verdampft unter geringem Druck, trennt durch Lésen in wenig 
chlorwasserstoffhaltigem Methylalkohol vom Bariumchiorid, engt 





1) Diese Zs. Bd. 26, S. 1—7 (1898). 
*) Diese Zs. Bd. 34, S. 526 (1901). 
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stark ein und setzt absoluten Athylalkohol zu und engt nochmals 
bis zur Krystallisation ein. Strahlige Prismen. Ausbeute 
0,56 g oder 23°/, der Theorie, also ahnlich wie bei Schulze 
und Winterstein, die 27°/, der Theorie erhielten. Wahr- 
scheinlich treten die groBen Verluste in beiden Fallen bei der 
Barytkochung ein, haben also mit unseren Abscheidungs- 
verfahren nichts zu tun. 
C,H,,0.N,, 2HCl (205,06) Ber. N 13,66%, Cl 34,57 °%, 
Gef. ,, 18,67 » 84,75 





0,78° x 3,2405 

Le]b’ = ne 1,0157 x 0,1506 

Schulze und Winterstein) geben 15,6—16,8° bei 10° an. 

Um die Beimengung von Chlorbarium von vornherein zu 

vermeiden, kann man die Aldehydverbindung mit Schwefelsiure 

spalten, die Schwefelsiure mit Baryt oder Bariumchlorid ent- 
fernen und dann mit Salzsiure eindampfen. 


=-+ 16,5° Gn Wasser). 





1) Diese Zs. Bd. 34, S. 130 (1901). 
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Bestimmung des ,,aktiven Wasserstofis® im Hamin und 
Bilirubin, einigen ihrer Derivate und in Pyrrolen. 


Von 


Hans Fischer und J. J. Postowsky. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19, Dezember 1925.) 





Tschugaeff und T. H. Zerewitinoff*) haben vor einiger 
Zeit eine Methode zur quantitativen Bestimmung der Hydroxyl- 
gruppe mit Hilfe von Magnesiummethyljodid angegeben, und 
die Brauchbarkeit der Methode hat sich seitdem oft erwiesen. 
Von Zerewitinoff wurde sie zur Bestimmung des ionisier- 
baren Wasserstofis angewandt, so gibt die Salicylsiure einen 
scharfen Wert fiir 2 Hydroxylgruppen, die Benzolsulfinsaiure 
fiir eine. 

In einer zweiten Mitteilung*) teilte dann Zerewitinoff 
mit, daB seine Methode ganz allgemein die Zahl aktiver 
H-Atome in organischen Molekiilen zu ermitteln gestatte. So 
wurde der Wasserstoff der Sulfhydril-, der Imid- und der 
Amidgruppe, sowie der einiger tautomerer Verbindungen nach- 
gewiesen. 

In einer weiteren Arbeit*) zeigte derselbe Autor, daB seine 
Methode auch im Gebiet von recht komplizierten Verbindungen 
und zwar der Alkaloide mit groBem Erfolg angewandt werden 
kann. In neuerer Zeit haben Windaus sowohl wie Kégl 


1) Chem. Ber. Bd. 40, S. 2028 (1907). 

*) Chem. Ber. Bd. 41, 8. 2283 (1908). 

8) Chem. Ber. Bd. 43, 8. 8590 (1910); vgl. auch Houben, Methoden 
der organ. Chemie, Bd. 4, II. Aufl., 8. 792—799 (1924). 
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und Postowsky') mit der Zerewitinofimethode gute Erfolge 
gehabt. Methodisch ist vor kurzem*) von Bonifaz Flaschen- 
triger ein betrichtlicher Fortschritt dadurch erzielt worden, 
daB der Autor eine Mikromethode ausarbeitete, fiir die eine 
besonders zweckmaBige Apparatur konstruiert wurde. Durch 
diese ist natiirlich eine erhebliche Erweiterung der Anwendungs- 
fahigkeit der Bestimmung des aktiven Wasserstofis gegeben 
und wir beniitzten sie zuerst in Makro-, nach Erscheinen der 
Arbeit Flaschentrager in Mikroform, um zunichst in Pyrrolen 
den aktiven Wasserstoff zu ermitteln. Es ergab sich dabei 
ganz allgemein, daB nur der Iminwasserstoff der Pyrrole be- 
stimmt wird, waihrend die Methingruppen keinen Ausschlag 
zeigen. 

Bei Oxypyrrolen, von denen das Benarysche*) (2-Methyl- 
3-carbithoxy-4-oxypyrrol) untersucht wurde, ergaben sich zwei 
aktive Wasserstoffe in Ubereinstimmung mit der Theorie. 
Methylithylmaleinimid ergab einen aktiven Wasserstoff. 

Nach diesen giinstigen Resultaten untersuchten wir syn- 
thetische Dipyrrylmethene, z. B. das Bis-(2, 4-dimethyl-3-athyl)- 
methen von folgender Konstitution: 


H.C CH, 4H,C——C,H, 


H,O_ cH——= = 
NH N 
Theoretisch ist hier 1 Mol. Methan zu erwarten; gefunden 
wurde Methan entsprechend der Theorie. Bei den iibrigen 
Methenen wurden analoge Resultate erzielt, eine Ausnahme 
machte nur das Bis-(2,4-dimethyl-3-carbaithoxy-pyrrol)-methen, 
das Methan entsprechend zwei aktiven Wasserstoffen gab. 
Wabhrscheinlich ist dies bedingt durch die geringere Stabilitat 
dieses Methens, denn dieses zerfallt auch bereits bei der 
Destillation im Vakuum: zu 2,4-Dimethyl-3-carbathoxypyrrol 
(Walach) und wahrscheinlich erfolgt eine ahnliche Spaltungs- 
reaktion durch die Kinwirkung des Grignardreagenses. Letzteres 

















1) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 445, S. 165 (1925). 
*) Diese Zs. Bd. 146, S. 219 (1925). 
8) Chem. Ber. Bd. 46, S. 1803 (1913). 
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wirkt sicherlich sowohl auf die untersuchten synthetischen- und 
Naturprodukte partiell ein und wir beabsichtigen in einer 
weiteren Arbeit die EKinwirkung von Grignardreagens auf Blut- 
und Gallenfarbstoff sowie Methene einer eingehenden Unter- 
suchung zu unterziehen. 

Von Methanen wurde bis jetzt das Bis-(4,5-dimethyl-3- 
carbathoxypyrryl)-methan untersucht, das entsprechend der 
Theorie Werte fiir zwei aktive Wasserstoffatome gab. 

Von Tetrapyrrylathanen wurden zwei untersucht, das Tetra- 
(2,3-dimethyl-4-carbithoxy-pyrryl)-athan+) und das Tetra- 
(2,3-dimethyl-pyrrol)-5-athan’), die beide Werte fir vier aktive 
Wasserstoffatome gaben. Das dem zuerst genannten Athan 
entsprechende Athylen') ergab einen Wert fir vier aktive 
Wasserstoffatome in Ubereinstimmung mit seiner Konstitutions- 
auffassung entsprechend folgender Formulierung: 


is aa meas BE Gis 

| 

H,c—Cl Jc C bi 
NH a 





NH 
NH | NH 
H,C—C,~ SC C Oo” >O—CH, 





a 
ot eee H,C,000— C—CH, 


FaBbt man die Resultate der Zerewitinoffbestimmung bei 
den synthetischen Pyrrolen zusammen, so ergibt sich bereits 
aus den bisherigen Resultaten eindeutig, daB die\Methode zur 
Bestimmung der Pyrrol-NH-Gruppe praktisch angewandt werden 
kann und damit stimmten auch die experimentellen Resultate 
bei Blut- und Gallenfarbstoffderivaten iiberein. 

Wir priiften zunichst die Bilirubinséureformel auf ihre 
Richtigkeit: 





I 
H,C-C)—C- C,H, H,C. : om -CH,- COOH 
HO-CL Je C CL Je-CH, 
NH Hi, NH 


H. Fischer u. Beller, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 444, S. 238 


‘nverdftentlicht mit Beller. 
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Entspricht die Bilirubinsiure der angegebenen Formu- 
lierung, so miissen 4 H-Atome nachweisbar sein, wahrend bei 
ihrem Oxydationsprodukt, der Xanthobilirubinsiure, nur drei 
aktive Wasserstoffatome sich kundgeben diirfen. Experimentell 
wurden in der Tat bei der Bilirubinsiure vier aktive Wasser- 
stoffatome gefunden, bei der Xanthobilirubinsiure drei, wahrend 
ihr Ester zwei ergab. 

Nach diesen giinstigen Ergebnissen versuchten wir mit 
Hilfe der Methode die Konstitutionsformel fir das mit Nie- 
mann’) erhaltene Benzaldehyd-Kondensationsprodukt der Bili- 
rubinsiure und ihres Reduktionsproduktes zu priifen. Aus 
Mesobilirubinogen hatten wir einen schén_ krystallisierten 
KG6rper erhalten, dessen Konstitutionsformel wie folgt wieder- 
gegeben wird: 





II 
a 
HO— L Se oo : 
| ) 
HC—C,H, 
Durch Reduktion entstand daraus ein neuer Kérper: 
Ii 


ee H,C,—C—CH, : CH, -COOH 
HC C HC cl Jc—cH, 











Beide unterscheiden sich durch die Anzahl der aktiven Wasser- 
stoffe. Die Formel des primaren Benzaldehyd-Kondensations- 
produktes II besitzt vier aktive Wasserstoffatome, die auch 
in der Tat festgestellt wurden, wihrend das Reduktions- 
produkt III nur noch drei aktive Wasserstoffatome aufweist. 
In der Tat gab die Zerewitinoffbestimmung auf drei aktive 
Wasserstoffatome gut stimmende Werte. 

Ermutigt durch diese Befunde unterzogen wir den Gallen- 





1) Diese Zs. Bd. 146, S. 198 (1925). 





eee A aoe hia ie) n. 7 * 
eS i ee a = 
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farbstoff selbst und seine Reduktionsprodukte Mesobilirubin 
und Mesobilirubinogen der Untersuchung. Die 3 Kérper werden 
nach der Fischerschen Formulierung durch folgende Kon- 
stitutionsformeln wiedergegeben, wobei als Modifikation die 
verbindenden beiden Kohlenstoffatome in etwas anderer Weise 
aufgefaBt werden, so daB stereoisomere Formen in groBer An- 
zahl denkbar sind, wenn man noch die Tautomeriemdglichkeit 
von IV in Betracht zieht. 























wi ‘ae -CH, H,0-C “° C-CH,-CH,-COOH 
H C C C d ate 
Pl ’ 8 
0 i NH 
NH NH 
HC SC C C C-OH 
II | IV 
H,C-C C-CH,-CH,—COOH H,C=HC- C-CH, 
Bilirubin. 
H.C, i .C-CH, H,C- C- CH, -CH,- COOH 
bie Je C cl _Jc.cH, 
S we | H 
NH NH 
HC; “Cc 7 c* 
med ge hat H,C, - C-CH, 
Mesobilirubin. 





H,C,-C,—C- CH HC,-C, —C-CH,-CH,-COOH 
i Be 3 o— dec 
. i 





NH | 
NH | Hl NH 
wf ¥ o— _ es 
H,C:- C-CH,-CH, COOH H,C,° C-CH, 
Mesobilirubinogen. 


Von Kiister ist dagegen fir das Bilirubin nachfolgende 
Forme! (S. 305) aufgestellt worden. 

Die Kiistersche Formulierung stellt das Bilirubin als 
Tripyrrylmethanderivat dar. ‘Tripyrrylmethane zerfallen nun 
auBerordentlich leicht, wie wir gefunden haben und demgemaéB 
erscheint diese Formulierung als nicht sehr wahrscheinlich, 
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H,C-C C C C 
HOOC NE nCoH,—cif 
H,UH,C: G 6 CH, 
es af 
te 
a“ et 
H,C- *H,C-C C C 
| ; oe 
HOOe | )s xLcu,—cii, 
| \ 
H,C-C C § C—CH, 
> ar 
H, OH 


wenn wir auch neuerdings Tripyrrylmethane (Veréffentlichung 
erfolgt demnichst) synthetisiert haben, die durch gréBere Stabi- 
litét ausgezeichnet sind. Aber nach der Kiisterschen Formu- 
lierung kann kaum der Ubergang des Bilirubins in Mesobili- 
rubinogen erklirt werden und die Bestimmung des aktiven 
Wasserstoffs kann nicht damit in Einklang gebracht werden, 
wahrend nach unseren Formulierungen gute Ubereinstimmung 
herrscht. Bilirubin und Mesobilirubin ergaben niamlich im 
Hinklang mit unserer Theorie sieben, Mesobilirubinogen acht 
aktive Wasserstoffatome, wahrend Kisters Formel fiinf ver- 
langt. 

Wir erblicken in diesen Versuchsresultaten neben der 


Tatsache, daB die Tetrapyrrylathylene in ihren Higenschaften | 


an den Gallenfarbstoff erinnern, eine starke Stiitze der auf- 
gestellten Formeln. Eine Schwiche der Mesobilirubinogen- 
formel ist noch’ in der Tatsache zu erblicken, daB die freie 
Methingruppe in ihr nur durch die Reaktion mit Dimethyl- 
amidobenzaldehyd nachweisbar ist, wahrend alle iibrigen Ver- 
suche, sie zu fassen, bis jetzt gescheitert sind. 

Die Blutfarbstoffreihe untersuchten wir gleichfalls auf 
aktiven Wasserstoff. Wenn wir theoretisch den aktiven Wasser- 
stoff an Hand der Haminformel (das Haimochromogen wird 
dann vermutlich durch die entsprechende Athylenformel mit 
zweiwertigem Hisen wiedergegeben), betrachten, die wir in bezug 
auf die Athanbriicke hier sowohl wie bei den Porphyrinen 


F ~ > anmeesmeer esi ra , ERAS CM (ay SES ren Rell eye ae et eR ohgs 
madi se aeaas : “ aaa age nna apne ae Se SM iL Te TI, weaker. Soha cedana saninn gene eA - s 
item etaracimcnttiic pe Or OR Gh A, (ES NSE CCS COONS! NL i ing. a Ta oe : ed pact met ny o Ee P , 
wien ee a OEE 8 ‘ ss € ? pat dete & Meee é Ss 4 +. we : 
‘ ae sab Ria ee eens Mee op RS i ge ay CE ae eee 2 es ‘eas : ss * eee a ‘ : - 
: Be ae : wan es. mine “ § mad me aly : s peg 2 a TAS ae paige ee eh. a ; .  iaie 2 : 
, : s 3 Ting ee at DP Nita er ago So A aan Be omy SoS! Rees tae 1 eer, ee Se NRE 9 ba Se { : 
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HC—C C—CH, H,C—C,-_—,C—CH,—CH, 
ne | 
H, COOH 
C C CH 











?) 




















eae 7 C 

N Fe N 
H | CH 
N Cl N 
Co CH oie 
| ee 
| a 
H,C--C C—CH,—CH,—COOH (=——¢...0H, 





entsprechend Willstatter bzw. Kiister+) formuliert haben, 
so wire Methan entsprechend zwei aktiven Wasserstoffatomen 
zu erwarten, da das Himin zwei Carboxylgruppen enthilt. 
Sollte in dem einen basischen Pyrrolkern eine freie Acetylen- 
gruppe sein, so wiirde dies keinen Unterschied bedeuten. 
Experimentell ergab Hamin drei, Mesoh’min kalt zwei, bei 40° 
drei, Hiaminester einen aktiven Wasserstoff. Die Zahlen des 
Hamins stimmen leidlich mit der Theorie tiberein, wenn man 
die Annahme macht, daB das Chlor, das in diesem Farbstoff 
an das Hisen gebunden ist, mit dem Grignardreagens unter 
Bildung von CH,Cl reagiert. : 

B. Oddo?) hat in der Tat gefunden, da8 EKisenchlorid mit 
Grignardlésung reagiert und so miissen wir auch bei Hamin 
und Mesohimin erwarten, daB das Chlor einen EKinfluB aus- 
iiben wird. Zum Vergleich haben wir auch Triphenylchlor- 
methan*) der Untersuchung nach Zerewitinoff unterworfen 
und auch hier einen positiven Wert erhalten. Definitive 
Schliisse méchten wir nach den erhaltenen Resultaten erst 
dann ziehen, wenn die EKinwirkung des Grignardreagenses auf 
die erwihnten Kérper in gréBerem MaBstabe gepriift ist. 

Auffallend gering war der Methanwert beim Mesohimin- 
ester. Sind diese Resultate noch nicht vdllig iibersichtlich, so 
waren sie bei den Porphyrinen befriedigend und stimmten mit 
der Theorie gut iiberein. 





1) Abderhaldens biochem, Handlexikon Bd. X, S. 14 (1928). 

*) G. 44, Bd. II, 8. 268 (1914); Chem. Zbl. Bd. I, S. 743 (1915). 

*) Vgl. A. Hantzsch u. R. H. Meyer, Chem. Ber. Bd. 43, 8. 336 
(1910). 
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Ooporphyrin') bzw. Kiammerers Porphyrin schreiben wir 
folgende Konstitutionsformel*) zu und hiernach miBten vier 
aktive Wasserstoffatome nach Zerewitinoff gefunden werden: 


H,C=HC.- ie -CH, as i yen 
wi Pg 


Na 
CH o~INo 
A r ata 
nc-c___lc.cu,-cu,-coon = c- “4 e.cu, 


Im Experiment wurden in der Tat Werte fiir 4 Wasser- 
stoffatome gefunden. 

Atioporphyrin, Uroporphyrinester, Koproporphyrinester, 
Tetramethylhimatoporphyrin gaben in guter Ubereinstimmung 
mit der Berechnung je zwei aktive Wasserstoffatome. 

Abweichend verhielt sich der Mesoporphyrin-diathylester, 
bei dem nur ein Pyrrolkern reagierte (partielle Betainbildung?). 

Mesoporphyrinogen ergab in Ubereinstimmung mit den 
synthetischen Tetrapyrrylithanen sechs aktive Wasserstoffe, von 
denen zwei auf Rechnung der Carboxylgruppen zu setzen sind. 

Was die Technik der Bestimmungen anlangt, so wurde 
zuletzt nur noch nach B.Flaschentrager gearbeitet. Die 
Methanmenge in Kubikzentimetern ist nach Abzug des Blind- 
wertes*) angegeben. Der Blindwert bewegte sich je nach dem 
Feuchtigkeitsgehalt der Luft zwischen 0,2 und 0,5 ccm und 
wurde vor jeder Bestimmung festgestellt. Sehr. wichtig ist es, 
die Grignardlésung durch eine Glasnutsche klar abzusaugen, 
worauf schon Flaschentrager hingewiesen hat. Eine durch 
Magnesiumpulver triibe Grignardlésung war nach 5---6 Tagen 

















1) Oppenheims Handbuch der Biochemie Bd. I, S. 385 (1928). 

*) Die von uns eindeutig festgelegten Beziehungen zwischen Proto- 
porphyrin und Himin wurden weiter erhiirtet durch Oberfiihrung des 
krystallisierten Protoporphyrins in krystallisiertes Himin (mit Piitzer). 
(Vgl. auch Zs. f. angew. Chem. 1925, S. 981.) 

*) B. Flaschentrager, Diese Zs. Bd. 146, S. 219 (1925). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLII. 21 
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Tabelle 
Pyr- 

Brutto- Mol.- ; 
formel Gew. 

F 
2,4-Dimethy]-3-carbithoxy-5-acetyl-Pyrrol . C,,H,,NO, 209,13 | 
2,3, 4-Trimethy]l-Pyrrol C,H,,N 109 
2,4-Dimethy]l-5-carbithoxy-3-Vinyl-Pyrrol . C,,H,.NO, 193 
2-Methyl-3-carbithoxy-4-oxy-Pyrrol . C,H,,NO, 169,13 | | 

| } 
Athyl-methyl-maleinimid . C,H,NO, | 139,08 9/1 
Bis-[2, 8-Dimethy]-4-carbithoxy-5|}methan . C,oH.,N,O, | 346 | 
Bis-{2,4-Dimethy!-8-Athylpyrryl]-methen C,;HeN, | 256,2 

) | 

Bis-[2,3-Dimethyl-4-carbithoxy-pyrryl]-methen . C,oH,,.N,O, | 344,3 | 

| 
Bis-(2,4-Dimethyl]-3-carbithoxy-pyrryl|-methen . C,,H,,N,0, | 344,3 — 

| 
Tetra-(2, 3-Dimethyl-4-carbithoxy-pyrryl]-iithan . C,,Hs.N,0, | 690,63 
Tetra-[2,-Dimethyl-pyrryl]-5-Athan . C,.H,.N, 402,44 
Tetra-[2,3-Dimethyl-4-carbithoxy-pyrry])-ithylen C,,H,,.N,O, | 688,62 @ 

| 

| 
Triphenyl-chlormethan C,H,,C1 | 2786 ff 

é 
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lef - 
r- role. 
mi | ca | ttn, | a 

; ccm : 
: Binwage | mm sin Prozenten a Bemetkang 
T. 4 : 

mg oraek ber. | gef. |ber.| gef. 

| 

13 5,458 | 722 | 0,70 | 0,460] 0,481 | 1 | 1,05 a 


4,826 | 720 | 1,08 | 0,947/0,875 | 1 | 0,94 me 


5,206 | 704 | 0,83 | 0,518/0,608 | 1 | 1,17 —_ 








87,0 716 |23,4 | 1,19 |1,04 | 2 | 1,97 — 


08 108,6 719 |19,4 | 0,806] 0,696 | 1 | 0,86 i 
| 3675 | 120 | 0,60 | 0,582 0,637 | 2 | 2.20 aie 
2 ! | 7,815 | 722 | 0,75 | 0,392|0,402 | 1 | 1,02 i 
| 
3 | 8,421 | 708 | 0,89 | 0,292| 0,409} 1 | 1,38 _ 
| 4,354 | 721 | 0,49 | 0,292/0,440] 1 | 1,50 
3 B case | 722 | 1,01 | 0,292|/ 0,610] 1 | 2,09 is 


B 5,228 | 722 | 0,88 | 0,292/ 0,659] 1 | 2,24 
| 

63 | 9,026 | 723 | 1,40 | 0,593/0,508| 4 | 4,0 ses 

44 @ 7,156 | 722 | 1,88 | 0,100]0,103 | 4 | 4,10 ea 


62 — 8,060 715 | 1,21 | 0,594) 0,589 | 4 | 3,99 | Nach Zusatz der Grignard- 
lésung, carminrot, wie bei 
Bilirubin und Meso-bili- 
rubin. 


6,604 716 0,85 | 1,27 | 0,72 1 0,57 | Das Gas als CH,Cl be- 
6,159 | 716 | 0,26 | 1,27 |0,57 | 1 | 0,45 |rticksichtigt und als Cl 
berechnet. 
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Bestimmung des ,,aktiven Wasserstofis“ in Himin und Bilirubin. 
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verdorben und lieferte bei Testbestimmungen zu tiefe und 
stark schwankende’ Blindwerte. Bei der Darstellung der 
Grignardlésung sind die Mengenverhiltnisse genau einzuhalten 
und doch gelingt es nicht immer, eine fir Mikrobestimmung 
brauchbare Grignardlésung herzustellen. 

In der Literatur wurde bereits darauf hingewiesen, daB 
schon bei Makrobestimmungen Schwierigkeiten') auftre ‘en. 
Sehr wesentlich ist nicht nur die absolute Troch.sheit .es 
Pyridins, sondern auch die gute Beschaffenheit der Grignard- 
lésung. 

Die Bestimmungen wurden, wenn nicht anders a igegeben, 
bei 18° (Wasserbad) durchgefiihrt. Bei schwer lésiic: sn Sub- 
stanzen wurde im Wasserbad auf 80° erwairmt und die Be- 
stimmung nach Erkalten durchgefiihrt. Beim Gallenfarbstoff 
und seinen Derivaten wurden dieselben Werte nach vollstin- 
digem Lésen in der Wirme wie bei Bestimmungen in der 
Kalte erhalten, wobei die Substanz zum Teil noch ge 
war. Es wurde hier vor dem ZuflieBenlassen der ‘ ‘igr 
lésung aus dem Schenkel a, des GefiBes?) vorsichtig auf en 
Schenkel a, geklopft, bis eine feine Verteilung des nc. iJn- 
gelésten in Pyridin erreicht war. Bei Uro- und Koproporphyrin- 
ester war auch in der Warme keine vollstindige Lésung erzielt. 

Die experimentellen Belege sind aus den vorstenender 
Tabellen I, II und III zu entnehmen. 





1) P. Horrmann, Chem. Ber. Bd. 49, §. 210 (1916); Liebigs Ann. 
der Chem. Bd. 411, 8. 314 (1916); ferner Tannberg, Am Soc. Bad. 36, 
S, 335 (1914); Zerewitinoff, Chem. Ber. Bd. 47, S. 2417 (1914). 

*) Siehe Figur, Diese Zs. Bd. 146, S. 222 (1925). 





Berichtigung. 
Diese Zs. Bd. 146, 8. 199, Zeile 83—4 von unten ist die Formel so 
richtig: 
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